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Las bebidas de fruta han sido propuestas como vehículos de inclusión de probióticos, 
como una alternativa potencial para el desarrollo de alimentos con cualidades 
funcionales. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las condiciones de inclusión, 
viabilidad y estabilidad de probióticos y prebióticos en bebidas de frutos rojos (FR).  
Se evaluaron cepas comerciales de cultivos probióticos: Lactobacillus casei, 
Lactobacillus rhamnosus HN001 y Lactobacillus paracasei. Se evaluó la capacidad 
probiótica: tolerancia a sales biliares y a pH ácido. Se encontró que L. casei difiere en 
estos criterios respecto a las otras cepas, razón por la cual se seleccionó como cepa de 
trabajo. Seleccionada la cepa se procedió a formular una bebida de FR como vehículo de 
inclusión para el microorganismo probiótico con 35%p/v de fruta mezclando el 20%p/v de 
fresa (Strawberry x ananassa L), 10% p/v de mora (Rubus glaucus Benth) y adicionando 
5% de papaya (Carica papaya) como estabilizante de pH. Posteriormente se realizó una 
cinética de crecimiento de L. casei durante 50 horas a 37°C en bebida de frutos rojos con 
1% de inulina. Los resultados indicaron que la inclusión del prebiótico (ρ<0.05) afecto 
significativamente la viabilidad de L. casei y los parámetros fisicoquímicos (pH, °Brix y 
acidez titulable). Estos resultados fueron similares durante la evaluación de la viabilidad 
de L. casei en la bebida de FR en condiciones de almacenamiento (4°C por 21 días).Se 
mantuvo la estabilidad fisicoquímica de la bebida de frutos rojos al no presentar cambios 
significativos (ρ>0.05) en el pH y la acidez, sin embargo, se evidencio un efecto 
significativo (ρ<0.05) de la inulina sobre los °Brix e igualmente un efecto significativo 
(ρ<0.05) de los probióticos sobre el color del producto. Finalmente se aisló la cepa de la 
bebida para realizar las pruebas de capacidad probiótica al final del almacenamiento y se 
encontró un efecto de la acidez y el pH del producto sobre la tolerancia del 
microrganismo al resistir a un pH más acido (pH=2). La bebida de frutos rojos puede 
considerarse vehículo de inclusión de probiótico con la adición de inulina al 1% por periodo no 
mayor a 12 días 
Palabras clave: frutos rojos, bacterias ácido-lácticas, prebióticos. 





Fruit beverages have been proposed as inclusion vehicles for probiotics as a potential 
alternative for the development of foods with functional qualities. The aim of the present 
work was to evaluate the conditions of inclusion, viability and stability of probiotics and 
prebiotics in red fruit (FR) beverages. 
 
Commercial strains of probiotic cultures were evaluated: Lactobacillus casei, Lactobacillus 
rhamnosus HN001 and Lactobacillus paracasei. The probiotic capacity was evaluated: 
tolerance to bile salts and acid pH. It was found that L. casei differs in these criteria from 
the other strains for which it was selected as the working strain. With the selection of the 
strain the beverage was formulated as the inclusion vehicle for the probiotic microorganism 
with 35% w /v by mixing 20% w / v strawberry (Strawberry x ananassa L) and 10% w / v 
blackberry (Rubus glaucus Benth) and adding 5% papaya (Carica papaya) as a pH 
stabilizer. Then a growth kinetics of L. casei was performed for 50 hours at 37 °C in a red 
fruit beverage with 1% inulin. The results indicated that the inclusion of the prebiotic (ρ 
<0.05) significantly affected the viability of L. casei and the physicochemical parameters 
(pH, °Brix and titratable acidity). These results were similar during the evaluation of the 
viability of L. casei in the FR beverage under storage conditions (4°C for 21 days). The 
viability at the end of storage of L. casei was 5.79 and 4.42 Log CFU mL -1 for treatments 
with 1% inulin and without prebiotic respectively. The physicochemical stability of the red 
fruit drink was maintained as it did not show significant changes (ρ> 0.05) in pH and acidity; 
however, a significant effect (ρ <0.05) of inulin on ° Brix was observed a possible significant 
effect (ρ <0.05) meanwhile a significant effect (ρ <0.05) of probiotics on the color of the 
product was observed. Finally, the strain of the beverage was isolated to perform probiotic 
capacity assays and an effect of the acidity and pH of the product on the tolerance of the 
microorganism was found to resist a more acidic pH (pH = 2). The red fruit beverage could 
be considered as the inclusion vehicle for probiotics with the addition of 1% inulin for a 
period of no more than 12 days 
 
Keywords: Red fruits, lactic acid bacteria, prebiotic. 
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Colombia es considerado como un productor primario de frutas debido a su ubicación 
geográfica que permite el cultivo de variadas especies vegetales, incluyendo frutas como 
la mora, la fresa y la papaya, las cuales hacen parte de los productos con potencial “de 
exportación”, gracias a la mejora de sus procesos productivos y a los estándares de 
calidad implementados, contribuyendo en el sector agroindustrial con el 21% en las 
exportaciones y con el 19% del empleo total del país (Serpa Guerra, Barajas Gamboa, 
Velásquez Cock J et al., 2016). 
 
El sector productivo de los alimentos en Colombia está dirigiendo sus esfuerzos al 
desarrollo de productos novedosos, de fácil consumo y atractivos sensorialmente, como 
por ejemplo, la generación de bebidas a base frutas, especialmente las de origen tropical 
debido a la necesidad de desarrollar productos y procesos tecnológicos, tanto en la 
producción como en el manejo postcosecha que generen alternativas en la 
comercialización de estas fruta en el mercado nacional como internacional (Serna, 2012), 
impactando socialmente dentro de las comunidades que cultivan estas frutas, al reducir 
la brecha en el aprovechamiento tecnológico. 
 
Por otra parte, el desarrollo de bebidas a base de frutas está en crecimiento dentro de la 
industria debido a que representa una manera fácil y conveniente de consumir frutas 
fuente de compuestos que promueven la salud como la vitamina C y los compuestos 
fenólicos (Rodríguez-Roque M. J et al., 2015). A partir del año 2007 en el mercado 
colombiano de bebidas, los jugos de fruta  constituyen la categoría con mayor 
crecimiento en el país con un 20% anual debido a la innovación que aplica la industria 
para tener una mejor oferta a los consumidores (Mintel, 2016). 
 
En la industria de alimentos la inclusión de cultivos probióticos y de sustancias 
prebióticas se ha realizado tradicionalmente en productos lácteos, la tendencia de los 




lactosa y los niveles de colesterol han llevado a los investigadores a proponer las 
matrices vegetales como vehículos de inclusión, especialmente las bebidas de fruta, 
debido a sus características bioactivas y perfiles sensoriales (Sheehan, Ross, & 
Fitzgerald, 2007). Por tal motivo el desarrollo de una bebida no fermentada de frutos 
rojos (fresa y mora) con probióticos y prebióticos es una idea interesante en la cadena 
agroindustrial colombiana aportando en la disminución de las pérdidas postcosecha de 
estas frutas mediante el desarrollo de un producto con valor agregado y siendo una 
alternativa para los consumidores. El impacto de esta investigación radica en el uso de 
frutas de origen tropical, cultivos probióticos comerciales y sustancias prebióticas en la 
evaluación de las condiciones de desarrollo y posible escalamiento industrial de una 
bebida funcional. El estado del arte muestra estudios en otros países con inclusión de 
probióticos en productos derivados de frutos rojos (ciruela, arándanos, etc.), sin embargo, 
la información aún es muy escasa con relación al desarrollo de productos con inclusión 
de probióticos a partir de este tipo de frutas. Adicionalmente se debe considerar que los 
frutos rojos (fresa y la mora) son consumidos a nivel mundial en fresco y en forma de 
productos procesados, tales como jugos, confituras, frutas deshidratadas, helados 
(Shahidi & Alasalvar, 2016). Los frutos rojos son considerados fuentes de compuestos 
fenólicos en la dieta especialmente el ácido benzoicos y cinámicos, antocianas, 
flavonoides, catequinas y taninos, compuestos que permanecen presentes también en 
los productos elaborados a partir de las misma (Meret et al., 2011). 
 
El objetivo principal de este trabajo de tesis fue evaluar las condiciones de inclusión, 
viabilidad y estabilidad de probióticos y prebióticos en bebidas de frutos rojos. Los 
objetivos específicos fueron: evaluar la capacidad probiótica in vitro de cultivos 
comerciales como criterio de selección para la cepa de trabajo y al final del 
almacenamiento de la bebida. El segundo objetivo fue determinar las condiciones de 
inclusión de probióticos y prebióticos en una bebida de frutos rojos y finalmente el último 
objetivo fue establecer la viabilidad y la estabilidad microbiológica y fisicoquímica del 
producto durante el almacenamiento.  
 
La metodología de esta investigación consistió en tres fases, inicialmente se evaluaron 
las cepas comerciales de cultivos probióticos: Lactobacillus casei, Lactobacillus 
rhamnosus HN001 y Lactobacillus paracasei identificados molecularmente mediante la 




como PCR por sus siglas en inglés. Dentro de las pruebas de capacidad probiótica in 
vitro se evaluó: tolerancia a sales biliares, pH ácido, evaluación de la actividad 
antimicrobiana frente a microrganismos Gram negativos y Gram positivos (Listeria 
monocytogenes ATCC 19114, Escherichia coli ATCC 25922., Salmonella enteritidis 
ATCC 13076 y Staphylococcus aureus ATCC 25923) y resistencia a antibióticos. La 
metodología para evaluar la adherencia fue mediante láminas con tejido de mucina 
humana, sin embargo, no se obtuvieron los resultados esperados para ninguna de las 
cepas probióticas y de control evaluadas. Con relación a la actividad antimicrobiana se 
encontró que ninguna cepa presentó antagonismo frente a los patógenos evaluados. 
Igualmente L. casei presento resistencia a antibióticos antes y después de ser inoculada 
en la bebida de FR. Según los resultados obtenidos se seleccionó como cepa de trabajo 
L. casei debido a que difiere en los ensayos de tolerancia a condiciones acidas y a las 
sales biliares respecto a las otras bacterias. 
 
Como segunda fase experimental se determinaron las condiciones de inclusión de 
probióticos y prebióticos en bebidas de frutos rojos se formuló una bebida con el 
propósito de ser un vehículo de inclusión para la cepa probiótica seleccionada (L. casei).  
La formulación de la bebida fue con 35%p/v de fruta mezclando 20% p/v de fresa 
(Strawberry x ananassa L) y 10% p/v de mora (Rubus glaucus Benth). Se adicionó 5% de 
papaya (Carica papaya) como estabilizante de pH. Las condiciones finales del producto 
fueron pH de 3,36 y los sólidos solubles totales de 10°Brix. Se evaluó el efecto sinérgico 
de prebióticos sobre el crecimiento de L. casei a 37°C, se encontraron diferencias 
significativas entre las concentraciones: inulina (IN), fructooliogosacáridos (FOS) y 
galactooligosacáridos (GOS) incluidos en dos niveles: 1 y 5% en caldo MRS-Oxoid® 
(Man, Rogosa ySharpe) respecto a los  controles MRS con sacarosa 5% (medio 
modificado con el fin de simular la concentración aproximada de sacarosa en la bebida) y 
caldo MRS sin adición mediante densidad óptica (DO) a 600nm. Los prebióticos de IN al 
1%( DO=3,99±0,36) y FOS 1% (DO=3,48±0,28) fueron los que prestaron los mejores 
resultados. Después, se evaluó en la bebida de frutos rojos el efecto de la inulina al 1% 
sobre el crecimiento de la cepa, se encontró que la inclusión del prebiótico afecto 
significativamente (ρ<0.05) la viabilidad de L. casei   y los parámetros fisicoquímicos (pH, 
°Brix y acidez titulable) en una cinética de crecimiento durante 50 horas a 37°C.  
 




almacenamiento (4°C por tres semanas,21 días). Se encontró un efecto significativo 
(ρ<0.05) de la inulina sobre la viabilidad de L. casei en la bebida de frutos rojos bajo 
condiciones de refrigeración hasta el día 19 de almacenamiento. Al final de los 21 días 
del almacenamiento la viabilidad fue de 5,79 y de 4,42 Log UFC mL-1 para los 
tratamientos con inulina al 1% y sin prebiótico respectivamente. La viabilidad se mantuvo 
en valores requeridos para los productos probióticos (106 UFC mL-1) hasta el día 12 de 
almacenamiento para ambos tratamientos. Con relación a los parámetros fisicoquímicos 
evaluados se encontró una estabilidad fisicoquímica durante los 21 días de 
almacenamiento de la bebida de frutos rojos con relación al pH y la acidez, sin embargo, 
se determinó un efecto significativo (ρ<0.05) de la inulina sobre los ˚Brix del producto, 
Respecto al efecto de L. casei sobre el color de la bebida se encontró que los probióticos 
ejercieron cambios en el color de las bebidas de frutos rojos (parámetros a* y b*).  Los 
resultados de los análisis cromatograficos de alta eficacia (HPLC) al inicio y final del 
almacenamiento del producto evidenciaron cambios en la concentración de fructosa y 
sacarosa presentes en la bebida, evidenciando un posible consumo de L. casei, sin 
embargo, no se evidencio producción de ácido láctico. La bebida de frutos rojos al inicio y 
final del almacenamiento cumplió con los requerimientos de calidad microbiológica 
acordes a la Resolución 3929 de 2013. 
 
Posterior al almacenamiento de las bebidas de frutos rojos se aisló la cepa para realizar 
las pruebas de capacidad probiótica evidenciando que la acidez y el pH de la bebida de 
frutos rojos pudieron afectar positivamente la tolerancia de la cepa al resistir un pH más 
Ácido (pH=2) igualmente se encontró un efecto sobre la resistencia frente a antibióticos. 
En conclusión, la bebida de frutos rojos puede ser un vehículo de inclusión de probióticos 
con adición de sustancias prebióticas bajo condiciones de refrigeración por un periodo 
máximo de 12 días. 
 
Los resultados obtenidos en la tesis de maestría fueron publicados en el artículo: 
“Avances en el desarrollo de bebidas de frutas tropicales con inclusión de probióticos: in 
vitro” aceptado en la revista de Agronomía Colombiana y en el Congreso IICTA 2016, por 
otra parte fue sometido y aceptado en la Revista Chilena de Nutrición el artículo de 
revisión “Probióticos y prebióticos en matrices de origen vegetal: avances en el desarrollo 
de bebidas de frutas” y el articulo “Effect of including prebiotics on the viability of a 




of Food Science and Technology (JFST) by the Association of Food Scientists and 
Technologists of India (AFSTI) 
 
También se participó en un evento internacional con el trabajo “Efecto de la inclusión de 
prebióticos en la viabilidad de microorganismo probiótico en bebidas de frutos rojos” en la 
modalidad de poster en el “XXI Congreso Chileno de Ciencias y Tecnología de Alimentos 
SOCHITAL 2017” el día 22 de mayo de 2017 en la Universidad de los Andes en la ciudad 
de Santiago de Chile. El resumen de este trabajo será publicado en un número especial 
de la Revista AGRO SUR. La Revista Agro Sur es una publicación científica de la 
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de Chile, indexada y de 
periodicidad cuatrimestral. 
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Capítulo 1. Probióticos y prebióticos en 
matrices de origen vegetal: Avances en el 
desarrollo de bebidas de frutas 




Los Alimentos Funcionales (AF) son beneficiosos para la salud, transcienden a las 
características nutricionales e involucran efectos fisiológicos, dentro de esta categoría se 
encuentran: los probióticos, prebióticos y simbióticos, los cuales generan el balance en la 
microbiota intestinal. Por lo anterior, se ha incrementado en el mercado la demanda de 
alimentos que permiten al consumidor implementar hábitos alimenticios más saludables 
esto acompañado con el incremento de la intolerancia a la lactosa, lo que ha incentivado 
a investigar, estudiar y desarrollar una generación de productos de origen vegetal, 
principalmente bebidas de fruta, con adición de microorganismos probióticos; lo que 
implica desafíos tecnológicos, entre ellos la viabilidad y el efecto sensorial. El objetivo de 
este artículo es revisar las condiciones de adición de microorganismos probióticos y de 
agentes prebióticos en productos de origen vegetal y las características que permiten el 
uso de estas matrices alimentarias como vehículos de inclusión en el desarrollo de 
bebidas funcionales.  
 
Palabras claves: Alimentos funcionales, probióticos, prebióticos, simbióticos, bebidas de frutas. 
 
Abstract 
Functional Foods (FF) are beneficial to health, transcend nutritional characteristics and 
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involve physiological effects, within this category are: probiotics, prebiotics and 
symbiotics, which generate balance in the intestinal microbiota. Due to the above, the 
demand for foods that allow the consumer to implement healthier food habits has been 
accompanied by the increase in lactose intolerance, which has stimulated the research, 
study and development of a generation of food products. Vegetable origin, mainly fruit 
drinks, with addition of probiotic microorganisms; implying technological challenges, 
including viability and sensory effect. The aim of this article is review the conditions of 
addition of probiotic microorganisms and prebiotic agents in products of vegetable origin 
and the characteristics that allow the use of these food matrices as inclusion vehicles in 
the development of functional beverages. 
 
Keywords: Functional foods, probiotics, prebiotics, symbiotic, fruits beverages. 
 
1.1 Introducción  
El término alimento funcional (AF) surgió en Japón en la década de los 80`s y a partir de 
entonces ha sido aceptado internacionalmente (Shimizu, 2014), no existe una definición 
universal, una de las más utilizadas es: “Un alimento funcional es un alimento 
convencional, que hace parte de una dieta estándar en cantidades normales, además de 
aportar un valor nutritivo, ha demostrado tener un beneficio en la salud mediante un 
efecto fisiológico en la reducción del riesgo de enfermedades crónicas” (Younesi & 
Ayseli, 2015).En la actualidad, la gama de alimentos funcionales incluye: alimentos para 
bebés, productos horneados y cereales, productos lácteos, confitería, comidas 
preparadas, aperitivos, productos cárnicos, pastas para untar y bebidas (Corbo, 
Bevilacqua, Petruzzi, Casanova, & Sinigaglia, 2014). 
 
El mercado de alimentos funcionales está en continuo crecimiento al igual que los 
productos dirigidos a la salud gastrointestinal, en particular los probióticos y prebióticos 
son ampliamente estudiados (Annunziata & Vecchio, 2013). Los prebióticos 
(oligosacáridos y polisacáridos), componentes bioactivos que generan sinergia con los 
microorganismos probióticos ofreciendo un beneficio a la salud del huésped (Annunziata 
& Vecchio, 2013). 
 
Las frutas son matrices alimenticias con contenido de micronutrientes, antioxidantes y 
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fibra con un potencial para el desarrollo de alimentos funcionales (Corbo et al., 2014). 
Colombia es un país productor de frutas tropicales y las pérdidas post cosecha son altas 
(55% de la producción local para frutas y verduras) (Organización de las Naciones 
Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), 2016) por lo tanto, es imprescindible 
generar estrategias tecnológicas que permitan el desarrollo de nuevos productos 
aprovechando los recursos de la biodiversidad.  
 
La inclusión de microorganismos probióticos en matrices vegetales es un desafío para la 
industria hortofrutícola. Existen diversos factores (composición fisicoquímica, bioactiva y 
sensorial) que limitan la viabilidad del microorganismo y la estabilidad del producto en 
almacenamiento. Aun así, estas matrices han demostrado ser excelentes sustratos para 
la síntesis celular y la producción de ácido láctico (Yoon, Woodams, & Hang, 2006). Con 
base en lo anterior, revisaremos las condiciones de adición de microorganismos 
probióticos y de agentes prebióticos en productos de origen vegetal y las características 
que permiten el uso de estas matrices alimentarias como vehículos de inclusión en el 
desarrollo de bebidas funcionales. 
 
1.2 Probióticos 
Estos ingredientes funcionales han sido definidos “Microorganismos vivos que confieren un 
beneficio a la salud del huésped en cantidades adecuadas”(Hill et al., 2014). El término 
probiótico (del griego “para la vida”) incluye una amplia gama de microorganismos, 
principalmente bacterias y levaduras, sin embargo, el efecto en la salud humana es 
específico de la cepa (Rai & Bai, 2015).El concepto de “probiótico” en los últimos años desde 
la divulgación de la Guía de Probióticos y Prebióticos publicada por la Organización Mundial 
de la Salud y la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 
(FAO) (Guarner et al., 2012) ha sido malinterpretado, empleando el término en productos con 
insuficiente base científica (Hill et al., 2014). 
 
Los probióticos se han validado para aumentar la respuesta inmune contra las infecciones 
virales y reestablecer la homeostasis intestinal (Patel, Shukla, & Goyal, 2015). La evidencia 
de números estudios en humanos y modelos animales han demostrado la eficacia clínica de 
diversas cepas con capacidad probiótica sobre el tratamiento de enfermedades como cáncer 
de colon (efecto anticancerígeno), enfermedad inflamatoria intestinal, diarrea (actividad 
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antimicrobiana), complicaciones postoperatorias e intolerancia a la lactosa (Fontana et al., 
2013). Sin embargo, en el mercadeo de los probióticos existen generalizaciones relativas a 
los beneficios potenciales para la salud (Patel et al., 2015). Los mecanismos moleculares 
que subyacen a la acción de estos microorganismos ingeridos siguen sin estar 
completamente claros, se presume que pueden ser mecanismos multifactoriales (Fontana, 
Bermudez-Brito, Plaza-Diaz, Muñoz-Quezada, & Gil, 2013; Patel et al., 2015; Vasudha & 
Mishra, 2013). En la mayoría de los casos, el efecto es mediado a través de una interacción 
entre moléculas en la superficie del microorganismo probiótico y el sistema inmune del 
huésped, provocando una respuesta antiinflamatoria (Fontana et al., 2013). El metabolismo 
bacteriano a menudo parece ser irrelevante, aunque en otros casos se presume que la 
eficacia se basa en la producción de metabolitos bacterianos (ácidos grasos de cadena 
corta) (Gosá Lbez & Ramó, 2015).Las investigaciones recientes indican que la relación 
puede ser más compleja y residir en redes ecológicas microbianas dentro del intestino del 
huésped (Gosá Lbez & Ramó, 2015). 
 
Las especies de géneros Lactobacillus y Bifidobacterium son usadas frecuentemente como 
probióticos igualmente la levadura Saccharomyces cerevisiae (Chen & Sears, 2014; Hill et 
al., 2014), varias especies de Pediococcus, Propionibacterium, Oenococcus, Bacillus, 
Faecalibacterium y Enterococcus se perfilan como candidatos probióticos (Patel et al., 2015). 
 
Las bacterias ácido-lácticas, entre las que se incluye el género Lactobacillus, tienen 
funciones como agentes para la fermentación de alimentos, herramienta tecnológica en la 
conservación de productos y pueden generar efectos fisiológicos benéficos al huésped 
mediante la capacidad probiótica (Hill et al., 2014) 
 
Para producción de bebidas probióticas no lácteas, la fermentación se realiza para prevenir el 
deterioro y proporciona un medio para obtener un producto seguro, como una alternativa para 
países en vía de desarrollo y con problemas de malnutrición (Shahidi & Alasalvar, 2016). 
 
Con el objetivo de mantener la homeostasis intestinal la funcionalidad de las diferentes 
matrices alimentarias con inclusión de probióticos está determinada por la mínima 
concentración de microorganismos vivos al final de la vida útil del producto con valores 
mínimos de 107 UFC/g. Esta concentración se calculó sobre la base de la porción diaria de 
microorganismos probióticos viables que deben ser ingeridos para obtener efectos 
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funcionales (Gosá Lbez & Ramó, 2015; Hill et al., 2014). 
 
Por estas razones, la industria de alimentos funcionales busca constantemente el desarrollo 
de cepas probióticas y agentes prebióticos con funcionalidades específicas y novedosas 
(Dreyer & Renn, 2014). Para el año 2022 el mercado de probióticos a nivel mundial tiene 
proyecciones de ventas mayores a US$ 63 billones (Global Industry Analysts Inc., 2016). Los 
beneficios de los probióticos en leches fermentadas u otras bebidas, combinado con el uso 
extenso de suplementos probióticos, son los principales contribuyentes del crecimiento del 
mercado de probióticos (Shahidi & Alasalvar, 2016). Las bebidas funcionales se encuentran 
en auge considerando que en la última década los consumidores están orientados a 
productos funcionales con imagen “saludable” (Corbo et al., 2014).  
 
En términos de bebidas funcionales (incluyendo productos con microorganismos 
probióticos) a nivel mundial presenta tendencias heterogéneas, evolucionando en 
diferentes países, por ejemplo, en Estados Unidos han experimentado tasas de 
crecimiento impresionantes en los últimos años en comparación con los mercados 
francés, alemán, español y británico (Corbo et al., 2014). Las características 
sociodemográficas y las diferencias socioculturales juegan un rol significativo, estos 
productos requieren en su desarrollo y almacenamiento tecnologías de alto costo que se 
traducen en el consumidor en alimentos de altor valor agregado diferenciando la 
aceptación en segmentos con mayor poder adquisitivo (Corbo et al., 2014). 
 
1.3 Probióticos en matrices vegetales: criterios para la 
inclusión en productos hortofrutícolas 
En la industria de alimentos la inclusión de cultivos probióticos se ha realizado 
tradicionalmente en productos lácteos (queso, yogur, helados, entre otros) (Martins et al., 
2013; Shori, 2016). La investigación en el desarrollo de soluciones alternativas a los 
productos probióticos derivados de la leche es una opción en crecimiento dentro de la 
industria de alimentos, especialmente el diseño de bebidas de frutas y/o vegetales como 
ingrediente principal es una iniciativa factible (Vijaya Kumar, Vijayendra, & Reddy, 2015). Los 
avances tecnológicos han permitido alterar algunas características estructurales de las 
matrices vegetales modificando los componentes de estos alimentos de una forma 
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controlada y generando una serie de productos con valor agregado en el mercado de 
alimentos  (Lewandowski, 2015).  
 
Con el fin de proporcionar los efectos funcionales, las cepas a menudo requieren una matriz 
específica que permita la supervivencia óptima del cultivo lo largo del tracto gastrointestinal 
(Vandenplas, Huys, & Daube, 2015).El creciente número de personas con intolerancia a la 
lactosa, la dislipidemia y el vegetarismo refuerzan la importancia del desarrollo de los 
productos probióticos no lácteos (Shori, 2016). Estas condiciones han permitido el 
lanzamiento de nuevos productos que contienen cepas probióticas, particularmente bebidas 
a base de frutas, verduras, cereales y soja (Corbo et al., 2014). 
 
Las cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium lactis son las más utilizadas en la formulación de 
nuevos productos probióticos de origen hortofrutícola (Shori, 2016).Desde el punto de vista 
del desarrollo tecnológico, la inclusión de diferentes microorganismos para procesos 
fermentativos es un método biopreservación tradicional para la fabricación de alimentos, que 
puede ser considerado una herramienta biotecnológica sencilla, relativamente económica y 
valiosa para mantener o mejorar la seguridad, propiedades sensoriales y la vida útil de 
productos hortofrutícolas (Di Cagno & Coda, 2014). La información disponible sobre las 
matrices vegetales como fuente de aislamiento de microorganismos probióticos es menor en 
comparación con los utilizados en productos lácteos. Adicionalmente es necesario realizar 
nuevos estudios sobre microrganismo nativos de alimentos vegetales en relación a 
supervivencia, frente a los desafíos tecnológicos, criterios de fermentación, uso como cultivos 
iniciadores y relación ecológicas (Vijaya Kumar et al., 2015). 
 
Las matrices vegetales son fuentes fundamentales de agua, vitaminas (vitamina C vitaminas 
del grupo B, provitamina A), fibra dietaria, minerales y fitoquímicos significativos para la dieta 
humana y para los cultivos probióticos (Di Cagno, Coda, De Angelis, & Gobbetti, 2013; 
Mosqueda-Melgar, Raybaudi-Massilia, & Martín-Belloso, 2012).Especialmente las bebidas de 
fruta son consideradas vehículos de inclusión para estos microorganismos debido a las 
ventajas funcionales que presentan como fuente de micronutrientes, bajo contenido de 
alérgenos y su mayor digestibilidad (Vijaya Kumar et al., 2015). 
 
En la actualidad existe una gran preocupación por el incremento de enfermedades asociadas 
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con la obesidad, motivo por el cual se están considerando los beneficios de los probióticos 
en bebidas de fruta y/o vegetales en la prevención y el tratamiento de una serie de 
condiciones de salud (Shahidi & Alasalvar, 2016). 
 
La inclusión de estos ingredientes funcionales en matrices de origen vegetal puede ser una 
alternativa para aumentar el bajo consumo de frutas y verduras que actualmente está 
presente a  nivel mundial , sobre todo en países en vía de desarrollo, según reporta la 
Organización  Mundial de la Salud (OMS), y la Organización de las Naciones Unidas para la 
Agricultura y la Alimentación (FAO).(Di Cagno et al., 2013) además de generar un 
aprovechamiento tecnológico dentro de la cadena agroindustrial evitando pérdidas 
poscosecha. Sin embargo, en la generación de estos productos se deben considerar retos 
tecnológicos a nivel de viabilidad (vida útil del producto) y del impacto sensorial.  
En la generación y diseño de alimentos con probióticos con diferentes funcionalidades, 
se deben considerar propiedades intrínsecas de la cepa como son sobrevivir y colonizar 
en el tracto gastrointestinal, ser tolerantes a un rango de pH (pH 2.5 a 3.5) y a la pepsina 
del estómago, sales biliares, pancreatina en la parte superior del intestino, y la capacidad 
de adherirse a la mucosa intestinal (Ren et al., 2014).Recientemente se ha demostrado 
que estas propiedades pueden variar dependiendo de las condiciones de fabricación y 
procesamiento del producto (Toit & Vesterlund, 2013), por tanto, es crítico la evaluación 
de estas características en el desarrollo de bebidas funcionales pre y post 
procesamiento. 
En general, de acuerdo con los estudios realizados, el crecimiento y la viabilidad de 
las bacterias probióticas en bebidas de frutas y verduras depende de la especie y 
cepa de la bacteria utilizada, el pH y la concentración de ácido láctico y ácido acético 
del producto final, entre otros factores (Shori, 2016). La adición de probióticos en 
estos productos es más compleja que la formulación en los productos lácteos porque 
las bacterias necesitan protección de las condiciones ácidas en las bebidas a base de 
frutas y/o vegetales (Perricone et al., 2015). Sin embargo, algunos estudios recientes 
han demostrado que algunas cepas son capaces de crecer y sobrevivir a niveles 
estables (densidad celular superior a 107 UFC/mL) en bebidas de fruta generando un 
aumento en el consumo como vehículos de inclusión para microrganismo probióticos 
(Lewandowski, 2015). 
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1.4 Avances sobre probióticos en matrices vegetales: 
bebidas de fruta 
En todo el mundo se producen una variedad de bebidas tradicionales no lácteas 
fermentadas, como Boza, Bushera, Mahewu, Pozol, Togwa Hardaliye y Kinema, elaborado a 
partir de la fermentación de la soya utilizando Bacillus subtilis consumido por los habitantes 
de Nepal (Rai & Bai, 2015). Otros productos de origen vegetal son los encurtidos 
fermentados de origen étnico como Tursu de Turquía (fermentación de repollo y tomate 
verde por bacterias autóctonas ácido lácticas y levaduras como Torulopsis sp., Hansenula 
sp., y Saccharomyces sp.) y el Pak-Gard-Dong (fermentación de hojas de mostaza por 
bacterias autóctonas ácido lácticas) (Rai & Bai, 2015). 
 
El crecimiento positivo de bacterias ácido-lácticas en estos tipos de alimentos muestra que 
es factible utilizar las matrices vegetales como sustrato para los probióticos, obteniendo 
todos los beneficios del proceso de fermentación, es por tanto que frutas y vegetales 
representan alimentos que promueven la salud gracias a la combinación de probióticos y 
prebióticos naturalmente presentes sus estructuras (Rai & Bai, 2015). 
 
La primera bebida de fruta sin leche con adición de probióticos fue Proviva® lanzada en 
Suecia en 1994 por la compañía Skane Lácteos (Molin, 2001) El componente activo de este 
producto se compone de bacterias ácido-lácticas (L. plantarum 299v) crecidas en harina de 
avena. El producto final contiene concentraciones entre 5x107 y 1x1011 UFC/ml (Molin, 2001). 
Otros ejemplos de productos disponibles en el mercado son: Rela ® (Biogai, Suecia), un jugo 
de fruta con L. reuteri MM53; Geflius® (Valio Ltd., Finlandia) bebida de fruta con 7 semanas 
de vida útil en refrigeración; Bioprofit® (Valio Ltd.) con L. rhamnosus y Propionibacterium 
freuden- reichii ssp. shermanii JS y Biola® (Tiene BA, Noruega) una bebida con más del 95% 
de fruta sin adición de azúcar (Corbo et al., 2014). Varias frutas y verduras como manzanas, 
naranjas, grosella negra, plátano, arándano, piña, melón, frambuesa, granada, zanahoria, 
remolacha. han sido utilizadas para el diseño de diferentes productos enriquecidos con 
probióticos (Martins et al., 2013a; Vijaya Kumar et al., 2015) . 
 
En la tabla 1-1 se encuentra los estudios más recientes sobre la inclusión de probióticos en 
productos derivados de matrices vegetales 
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Tabla 1-1 Inclusión de probióticos en matrices vegetales 
 








L. casei LC-01 
L. casei BGP 93 
Bebidas (jugos) 
comerciales. 
Los cambios sensoriales 
indicaron que la vida útil 
de jugo inoculado no 
excede 1 semana. 
La viabilidad fue óptima con 
ananá, melocotón y manzana 
(108 UFC/mL)., sólo el jugo de 
naranja afectó la proliferación 
de ambas cepas. 
Se estabilizó el pH en un 
rango entre 3,34 a 4,28. 
Almacenamiento a 5°C 













L. reuteri no ejerció ningún 
efecto negativo en los 
atributos sensoriales de 
los jugos en refrigeración 
Los resultados sugieren que la 
viabilidad de L. reuteri fue 
afectada por el tipo de jugo, la 
bacteria sobrevivió en jugos 
piña, naranja y manzana, 
mientras que experimentó una 
fuerte reducción de jugos de 
frutos rojos (menor a. (107 
UFC/mL). 
Se estabilizaron los 
rangos de pH y se 
evaluó el contenido de 










L. salivarius ssp, 





No se evaluó el efecto 
sensorial, pero si el efecto 
a tratamientos térmicos 
(pasteurización). 
Las cepas examinadas fueron 
viables durante más tiempo en 
el jugo de piña y en el de 
naranja en comparación con 
el de arándano. (107 UFC/mL). 
Se ajustó el pH a 3,5, 
4,5 y 5. 
Periodo de 
almacenamiento de 12 
semanas a 4°C. 






Polvos liofilizados de 
frutas 
No se evaluó el efecto 
sensorial. 
 
El polvo de grosella negra fue 
el que mantuvo la viabilidad 
celular. (108 UFC/g). 
Almacenamiento por 12 











Jugo de manzana 
No se evaluó efecto 
sensorial. 
Mutagénesis UV y la posterior 
incubación en medio ácido 
lograron mejorar la estabilidad 
de la cepa (107 UFC/mL). 
al incluirla en la matriz 
El jugo se estabilizo a un 
pH 3,5 (Saarela, Alakomi, 









pulpas y purés) 
No se evaluó el efecto 
sensorial. 
 
Estabilidad de los probióticos 
(107 UFC/mL) durante el 
almacenamiento por 35 días a 
4°C. 
El pH de la bebida fue 
ajustado a 4,2 (Champagne & 
Gardner, 2008) 
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L. plantarum B. 
longun 
Jugos de Granada y 
arándano 
No se evaluó el efecto 
sensorial. 
 
La encapsulación mejoró la 
viabilidad con una 
concentración final de 
aproximadamente 108UFC/ 
mL y 10 6 UFC /mL. 
Evaluación de la 
viabilidad de las células 
libres y encapsuladas en 
perlas de pectina y 










Diseño de bebidas 
tipo smoothies de 
frutos verdes (GS) y 
rojos (RS). 
La diferencia de color ΔE * 
ab y el índice de 
pardeamiento se vieron 
afectados positivamente. 
Los cultivos se mantuvieron 
viables a una concentración 
de (109 UFC/g) durante 30 
días de almacenamiento a 
4°C. 
Se asilaron las cepas de 
las matrices vegetales y 








GG, L. casei 
Imunitass 
Jugo naranja (bebida 
comercial sin pulpa) 
Jugos enriquecidos con 
probióticos fueron 
evaluados sensorialmente 
por un panel descriptivo 
Para el jugo de naranja con L. 
paracasei NFBC 43338, se 
observaron 5 x 108 UFC / mL. 
Los resultados 














Los cultivos probióticos 
añadidos a mermelada no 
cambiaron 
significativamente los 
parámetros de color. 
Todas las cepas mostraron un 
mejor rendimiento en la 
mermelada, con valores 
superiores a (107 UFC/g). 
hasta los 78 días de 
almacenamiento a 5°C. 
Almacenamiento 
durante 78 días a 25 °C 
y 5 °C. 
Diseño de medio 









Jugo fermentado de 
remolacha 
No se evaluó el efecto 
sensorial. 
 
Los recuentos en placa de las 
bacterias de ácido lácticas, en 
el jugo de remolacha 
fermentado, se mantuvieron a 
106-108 UFC / mL excepto 
para L. acidophilus después 
de 4 semanas de 
almacenamiento en frío a 4ºC. 
Los cultivos lácticos en 
el jugo de remolacha 
fermentada perdieron 
gradualmente su 
viabilidad durante el 
almacenamiento en frío. 
(Yoon, Woodams, 
& Hang, 2005) 
Mora 
L. casei ATCC 
393 
Láminas de mora 
El análisis sensorial arrojó 
un puntaje de aceptación 
superior a 5 en una escala 
de 1 a 7. 
La presencia de prebióticos 
sobre la viabilidad del 
microorganismo al permitir la 
supervivencia por más de 40 
días, con recuentos 
superiores a 106 UFC/mL. 
mientras en la muestra control 
fue inferior luego de 25 días 
Efecto de la fibra 
prebiótica en la 
supervivencia del 
probiótico en matrices 
de mora mediante un 
proceso de 
impregnación a vacío y 
posterior liofilización. 
(Rodríguez-
Barona, Giraldo, & 
Zuluaga, 2015) 
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Según el análisis de los estudios presentados (Tabla 1-1) existen factores a considerar en el 
desarrollo matrices vegetales como vehículos de inclusión de probióticos. A continuación, se 
describen algunos de estos factores:  
 
• Composición de las matrices vegetales: la naturaleza de los ácidos orgánicos 
desempeña un factor intrínseco a la matriz que puede presentar un efecto inhibidor en la 
viabilidad de las bacterias probióticos como lo señala Sheehan et al. (2007)(Sheehan et al., 
2007) quienes desarrollaron un jugo de arándano con probióticos con una alta 
concentración de ácido benzoico (Tabla 1-1.). El contenido de compuestos fenólicos en 
frutos rojos (ácido benzoico y lactonas) presente en concentraciones de aproximadamente 
34 mg/L en ciertas variedades de frutos rojos puede tener efectos nocivos en la viabilidad 
de los probióticos en este tipo de frutas debido a que están en el rango de concentración 
usado en la preservación de la mayoría de los alimentos perecederos (Sheehan et al., 
2007).Sin embargo, las fuentes no lácteas contienen acidulantes naturales, que aumentan 
la vida útil del producto creando un ambiente anaeróbico, óptimo para cultivos probióticos 
mediante la depuración del oxígeno disponible. También tiene contenido de azúcares 
naturales para apoyar el crecimiento de probióticos (Perricone, Bevilacqua, Altieri, 
Sinigaglia, & Corbo, 2015; Vijaya Kumar et al., 2015). Se debe considerar el efecto en la 
viabilidad de los probióticos, presencia de sal, azúcar y productos químicos como peróxido 
de hidrógeno, bacteriocinas, saborizantes y colorantes artificiales (Tripathi & Giri, 2014). 
 
• Cepas probióticas (factores de crecimiento y viabilidad):la viabilidad de los 
microorganismos durante las operaciones de procesamiento y el almacenamiento, la 
supervivencia durante el tránsito intestinal, y los potenciales beneficios de salud de los 
consumidores son los criterios principales para la selección de cepas adecuadas con 
capacidad probiótica (Tripathi & Giri, 2014). La selección de cepas de autóctonas de origen 
vegetal puede ayudar a superar los retos tecnológicos, algunas cepas de bacterias ácido-
lácticas aisladas de verduras y frutas fermentadas se pueden utilizar como probióticos, ya 
que son capaces de resistir altos niveles de acidez y de sal durante el período de 
almacenamiento (Rai & Bai, 2015).Numerosos factores influyen en el crecimiento 
microbiano como: concentración de oxígeno, acidez, pH, tipo de empaque, temperatura de 
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producción y de almacenamiento, tecnologías de conservación como secado y 
congelación (Rai & Bai, 2015).La ácido tolerancia de las bacterias ácido lácticas es un 
factor tecnológico en el desarrollo de estos productos, las bebidas de frutas tienen un pH 
inferior a 4, es un aspecto fundamental en la pérdida de viabilidad de los probióticos 
(Tripathi & Giri, 2014).Los parámetros de producción de las bebidas de fruta  con 
probióticos son claves como el pH del producto final que permita la supervivencia de los 
microorganismos; la temperatura de almacenamiento, preferiblemente en condiciones de 
refrigeración (4ºC), logrando la estabilidad microbiobiológica, fisicoquímica y sensorial del 
producto, evitando la producción de metabolitos que impacten en la viabilidad de los 
probióticos, el perfil sensorial de la bebida; y la temperatura de crecimiento por encima de 
45°C durante el procesamiento resulta ser perjudicial para la supervivencia probiótica 
(Tripathi & Giri, 2014). 
 
• Inóculo: se debe considerar la concentración celular de los microorganismos a inocular 
debido a que la selección de las cepas probióticas apropiadas en la dosis adecuada es el 
primer requisito para el desarrollo de un producto alimenticio con características probióticas 
(Tripathi & Giri, 2014).Los alimentos con probióticos deben contener altas dosis de 
microorganismos viables a lo largo de la vida útil del producto, sin embargo, no todas las 
cepas probióticas añadidas a las frutas y verduras dan buenos resultados en términos de 
supervivencia (Perricone et al., 2015; Rai & Bai, 2015). La adaptación a la matriz vegetal 
del inóculo mediante suplementación de la bebida para frutos rojos como lo sugiere 
Perricone et al. 2015 (Perricone et al., 2014) junto a la adición de prebióticos (Perricone et 
al., 2015) son estrategias efectivas para mejorar la estabilidad y la viabilidad de los 
probióticos en condiciones hostiles.  
 
• Efecto sensorial: el efecto sensorial derivado de la inclusión de probióticos en productos 
de origen vegetal es crítico en el desarrollo de bebidas funcionales. Este parámetro ha sido 
explorado por algunos autores, por ejemplo, se ha reportado sabores salados, agrios y 
olores perfumados en bebidas de fruta con adición de probióticos (T Luckow & Delahunty, 
2004; Tracy Luckow et al., 2005; Perricone et al., 2015) concluyeron que los jugos de 
naranja con probióticos (Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei Imunitass®, 
Lactobacillus paracasei NFBC 43338) presentaban por parte de un panel descriptivo 
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perfiles sensoriales poco agradables descritos como sabores medicinales y con toques 
lácteos, sin embargo estos autores sugieren que la exposición y la familiaridad con 
las bebidas probióticas ayuda a mejorar la aceptación y el gusto de los consumidores 
por las características sensoriales de las bebidas de fruta con probiótico (T Luckow & 
Delahunty, 2004). 
 
Las bebidas de fruta formuladas con probióticos y/o prebióticos con estabilidad microbiológica, 
proporcionan una forma conveniente de complementar las dietas diarias y de mejorar la salud 
e inmunidad digestivas (Shahidi & Alasalvar, 2016).Por lo tanto, las bebidas funcionales 
pueden servir como un medio exitoso para ofrecer beneficios para la salud, nutrición, amplios 
perfiles sensoriales y comodidad en el mundo exigente de hoy (Shahidi & Alasalvar, 2016). 
 
Las bebidas de frutas y/o vegetales presentan perfiles sensoriales refrescantes y son una 
elección preferida para personas de todas las edades (Vijaya Kumar et al., 2015).Una ventaja 
importante es que las bebidas de frutas permanecen menos tiempo en el estómago y por lo tanto 
las especies probióticas que transitan se tienen una menor exposición al ambiente ácido del 
estómago. (Vijaya Kumar et al., 2015) múltiples estudios muestran la factibilidad de desarrollar 
estos productos en mercados emergentes como respuesta a las necesidades cambiantes de los 
consumidores y al aprovechamiento tecnológico de estas matrices alimentarias. 
 
1.5 Prebióticos  
La definición de los prebióticos está relacionada con el concepto de fibra dietaria, excepto por 
la selectividad como sustrato para varios géneros de bacterias pertenecientes a la microbiota 
intestinal humana (Al-Sheraji et al., 2013). Los prebióticos son sustancias de la dieta, 
fundamentalmente carbohidratos no digeridos por enzimas humanas, una serie de di, oligo y 
polisacáridos, almidones resistentes y polioles de azúcar que nutren a grupos seleccionados 
de microorganismos que habitan en el intestino, favoreciendo la multiplicación de bacterias 
benéficas y disminuyendo la población de las patógena (Hill et al., 2014; Perricone et al., 2015).  
 
La demanda mundial de prebióticos se estima en alrededor de 167.000 toneladas y 390 
millones de euros para el año 2016 (Siró, Kápolna, Kápolna, & Lugasi, 2008). Los 
fructooliogosacáridos (FOS), inulina, isomalto-oligosacáridos (OMI), polidextrosa, lactulosa y el 
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almidón resistente se consideran los principales componentes prebióticos 
(Lewandowski, 2015). Los oligosacáridos, tales como los oligosacáridos de soja (SOS), 
los galacolisacáridos (GOS) y los xiloligosacáridos (XOS), también se comercializan en 
Japón como agentes prebióticos (Lewandowski, 2015).Las fuentes de estos 
compuestos son variadas, están presentes naturalmente en las frutas, las verduras, el 
bambú, la miel y la leche, pueden ser producidos a partir de residuos lignocelulósicos 
(Singh, Banerjee, & Arora, 2015). 
 
Actualmente, las mezclas de probióticos y prebióticos se utilizan a menudo con el fin de 
aprovechar sus efectos sinérgicos en la aplicación a productos alimenticios, estas 
mezclas se denominan simbióticos (Al-Sheraji et al., 2013). Por otra parte, el diseño de 
productos simbióticos es el nuevo reto para las bebidas funcionales, ya que los 
prebióticos pueden mejorar la viabilidad de las bacterias probióticas y estimular 
activamente la microbiota beneficiosa en el tracto gastrointestinal humano (Corbo et al., 
2014).El efecto fisiológico de los prebióticos parece estar relacionado con un aumento de 
la viscosidad del contenido del tracto gastrointestinal, reduciendo la tasa de vaciamiento 
gástrico y aumentando la absorción de nutrientes (Shahidi & Alasalvar, 2016).  
 
El patrón de producción de ácidos grasos de cadena corta tanto el colon como el efecto 
prebiótico son procesos dinámicos que varían con el tipo de oligosacárido y es afectado 
por el grado de polimerización, la naturaleza de los restos de hexosa, la duración del 
tratamiento prebiótico, la composición inicial de la microbiota o la dieta en la que se 
incorporan (Lewandowski, 2015). 
 
Los prebióticos tienen actividades biológicas adicionales, a la influencia en la 
microbiota intestinal, específicamente, se ha sugerido que algunos prebióticos, como 
los galactooligosacáridos (GOS) pueden ser capaces de inhibir las infecciones 
gastrointestinales a través de actividades anti-adhesivas(Shoaf, Mulvey, Armstrong, & 
Hutkins, 2006), sin embargo, otros estudios también han reportado que ciertos 
prebióticos comerciales como Orafti GR®, Orafti P95®, y Orafti Sinergy® (Beneo 
GmbH, Mannheim, Alemania ), y Vivinal® (Friesland Foods Domo,Holanda) pueden 
reducir la capacidad de adherencia de cultivos probióticos en estudios in vitro en líneas 
celulares (Caco-2) (Kadlec & Jakubec, 2014).  
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1.6 Avances sobre prebióticos en matrices vegetales 
En la Tabla 1-2, están descritos los estudios relacionados con la inclusión de prebióticos en 
matrices vegetales, los cuales pueden cumplir múltiples funciones más allá de la prebiótica, 
mejorando las características sensoriales y fisicoquímicas de las bebidas, como agentes 
edulcorantes para bebidas de fruta, como estabilizadores para evitar procesos de licuefacción 
y como componentes sinérgicos y protectores en las diferentes técnicas de encapsulación de 
microorganismos con capacidad probiótica, con el fin de favorecer las condiciones ambientales 
y de adaptabilidad a estas bacterias en diferentes clases de matrices. 
 




Efecto evaluado Referencia 
Oligofructosa e 
Inulina de origen 
comercial 
Néctar de papaya 





Jugo de piña, 
mango y naranja 




Polisacáridos de la 
harina de colza 
Colza 
Proliferación 
y actividad de acidificación de 
los probióticos in vitro 




Jugos de frutas 
Agentes protectores en el 
proceso de encapsulación de 







(sustitutos de azúcar) 
Jugo de manzana 
Perfil sensorial y de 
aceptación. Efecto sinérgico 




Oligosacáridos Jugo de acerola 
Síntesis sin adición en el jugo 
por medio de una reacción 
química 





Jugo de manzana 
Modificaciones fisicoquímicas 
de los agentes prebióticos 
durante el procesamiento del 
jugo de manzana 
(López-Sanz, 
Montilla, Moreno, 
& Villamiel, 2015) 
Oligofructosa 




Evaluar el efecto sinérgico 










Mejorar el crecimiento de los 
cultivos y proporcionar 






Los prebióticos tales como FOS, β-glucanos e inulina pueden ser una alternativa 
saludable al ser adicionados en bebidas funcionales. Las bebidas probióticas no lácteas 
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comercialmente disponibles son en su mayoría bebidas refrigeradas de frutas y/o 
vegetales que contienen cultivos de probióticos viables, últimamente estas bebidas 
probióticas se complementan con prebióticos (Betoret, Betoret, Vidal, & Fito, 2011; 
Shahidi & Alasalvar, 2016). La adición de prebióticos a una dieta mediante el uso de 
bebidas funcionales es un reto de preocupación en el área nutricional (Corbo et al., 
2014). A continuación, se describen algunos de las aplicaciones de los prebióticos en 
bebidas de fruta: 
 
• Efecto sensorial: y en las propiedades fisicoquímicas: se han realizado pocos 
estudios relacionados con el efecto sensorial de la adición de prebióticos en bebidas 
de frutas y vegetales (Braga & Conti-Silva, 2015) sin embargo, estudios realizados en 
néctares de papaya con oligofructosa (Tabla 1-2) por Braga y Conti-Silva, 2015 han 
mostrado los análisis de preferencia que los néctares con adición de oligofructosa e 
inulina son apreciados con respecto al sabor y la aceptabilidad general en igual 
medida que los néctares que contiene solamente azúcar. Adicionalmente en otras 
bebidas no lácteas como batidos de frutas que contiene Bifidobacterium lactis HN019 
y fructooliogosacáridos han demostrado que la formulación que contiene el prebiótico, 
contribuyen al perfil sensorial, la composición nutricional del batido y posiblemente 
cambian sus propiedades fisicoquímicas a través de la reducción de la actividad del 
agua (Elizabeth Tymczyszyn, Gerbino, Illanes, & Gómez-Zavaglia, 2011).También se 
ha reportado que los prebióticos pueden proporcionar atributos en la textura final del 
producto (Karimi, Azizi, Ghasemlou, & Vaziri, 2015). 
 
• Agentes protectores en la microencapsulación: para aumentar la supervivencia de 
los probióticos en estas nuevas bebidas funcionales (Shahidi & Alasalvar, 2016) las 
tecnologías de encapsulación han sido aplicadas (Tabla 1-2). Se ha sugerido a los 
prebióticos como agentes protectores en la microencapsulación de probióticos 
(Montes Ramírez, 2013) Varios estudios han demostrado que el uso de probióticos 
en los alimentos procesados a partir de frutas o verduras es posible. Sin embargo, se 
recomienda el uso de barreras protectoras y la microencapsulación para conservar 
estos microorganismos (Rai & Bai, 2015). La microencapsulación ofrece el potencial 
de reducir los efectos adversos sobre la viabilidad de los probióticos en los alimentos 
y los efectos gastrointestinales en el huésped, así como durante el procesamiento, 
almacenamiento y consumo (Manojlovi et al., 2010). La co-encapsulación con 
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prebióticos, antioxidantes, péptidos o polímeros que mejoran el sistema inmunológico 
también podría explorarse más a fondo. Además, se necesita investigación sobre la 
estabilidad y liberación de probióticos micro encapsulados en productos alimenticios 
(Manojlovi et al., 2010). 
 
• Sustitutos de sacarosa en bebidas de fruta: los prebióticos también puede ser 
sustitutos de sacarosa como lo demuestran estudios realizados por Renuka et al. 
(2009) (Renuka et al., 2009) en los cuales se adicionó fructooliogosacáridos (FOS) a 
jugos de piña, mango y naranja. Los resultados indicaron que la sacarosa, que 
usualmente se usa como edulcorante en bebidas de jugos de frutas, puede ser 
sustituida con FOS sin afectar significativamente la calidad global. Las bebidas de 
jugo de fruta fueron evaluadas para detectar cambios fisicoquímicos y sensoriales 
durante 6 meses de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C) y refrigeración 
(4°C) (Renuka et al., 2009). 
 
Como conclusión el uso de prebióticos en matrices vegetales es bastante amplio y 
prometedor en la industria de alimentos a nivel global por lo cual se considera a estos 
ingredientes funcionales son una de las estrategias aplicadas para mejorar la estabilidad y 
viabilidad de los probióticos en bebidas de fruta. igualmente se debe considerar en el 
desarrollo de estos productos, la selección y evaluación de las cepas y establecer la dosis 
adecuada de inoculación de las bacterias probióticas (Perricone et al., 2015; Shori, 2016). 
 
1.7 Conclusión  
Existen grandes retos tecnológicos para asegurar la viabilidad, estabilidad en el 
almacenamiento y efectos sensoriales de productos a partir de matrices vegetales con 
potenciales características probióticas. En el mercado existe un gran interés por los 
alimentos funcionales en especial por el desarrollo en bebidas a base de frutas 
enriquecidas con probióticos y prebióticos, más aún cuando se ha encontrado que estas 
matrices son sustratos ideales para las cepas de probióticos y fuentes de prebióticos, 
debido a que contienen agua, minerales, vitaminas, fibra dietaria y antioxidantes, y 
además son consideradas por los consumidores como bebidas refrescantes y 
saludables. Diversos estudios evidencian la tendencia y viabilidad de desarrollar estos 
productos con base en frutas exóticas o de origen tropical. 
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Capítulo 2. Efecto de la inclusión de 
prebióticos en la viabilidad de un probiótico 
comercial (Lactobacillus casei) en bebida de 
frutos rojos 
Effect of including prebiotics on the viability of a commercial probiotic 
(Lactobacillus casei) in a red fruit beverage. 
 
Resumen 
Una estrategia para mejorar la viabilidad de los probióticos en bebidas de fruta puede ser 
la adición de prebióticos por su efecto sinérgico. El trabajo evaluó la viabilidad de un 
probiótico comercial (Lactobacillus casei) en presencia de tres prebióticos diferentes: 
inulina (IN), fructooliogosacáridos (FOS) y galactooligosacáridos (GOS) incluidos en dos 
niveles: 1 %y 5% en una bebida de frutos rojos (FR). Se formuló el producto con fresa 
(20%), mora (10%) y una adición de papaya (5%) como estabilizante de pH. Se 
determinó el tiempo que tarda el microorganismo probiótico en alcanzar la producción 
máxima de biomasa, estableciendo este punto como referencia en la producción del 
inóculo en una cinética de crecimiento (9,96 Log UFC mL-1) mediante el diseño de un 
medio sintético: caldo MRS suplementado con bebida de FR (10%) para adaptar L. casei 
al producto. Posteriormente se evaluó la viabilidad de L. casei en presencia de los 
prebióticos en un caldo MRS modificado (Oxoid®) mediante densidad óptica (DO) a 
600nm. Se encontraron diferencias significativas (ρ<0,05) entre los tratamientos, los 
prebióticos de IN al 1% (DO=3,99±0,36) y FOS 1% (DO=3,48±0,28) fueron los que 
presentaron los mejores resultados. Se realizó una prueba sensorial con un panel no 
entrenado (60 individuos) sobre la preferencia entre bebidas con adición de IN y FOS al 
1% sin inocular. No se encontraron diferencias significativas entre las preferencias del 
32 Evaluación del comportamiento de cultivos probióticos y prebióticos  
en bebidas de frutos rojos 
 
 
tipo de prebiótico adicionado en la bebida de FR (ρ> 0,05), sin embargo, el mayor 
número de respuestas en la preferencia de los consumidores (33) fue para la bebida de 
FR con adición de IN 1%, adicionalmente en la elección del prebiótico se consideraron 
los resultados de la viabilidad en el caldo MRS modificado. Se seleccionó la IN al 1% 
para evaluar su efecto en la viabilidad de L. casei inoculado en la bebida de FR, 
posteriormente se realizó una cinética de crecimiento durante 50 horas a 37°C, se midió 
el recuento de células viables, el pH, la acidez titulable y los sólidos solubles (°Brix) a las 
0, 10, 24 y 50 horas de fermentación. Se encontró que la inclusión del prebiótico (IN 1%) 
afectó significativamente (ρ<0,05) tanto la viabilidad de L. casei como las propiedades 
fisicoquímicas de la bebida de FR. 
 
Palabras claves: probiótico, prebiótico, frutos rojos, inulina 
 
Abstract  
This study evaluated the viability of a commercial probiotic (Lactobacillus casei) in the 
presence of three different prebiotics for its synergistic effect: inulin (IN), 
fructooligosaccharide (FOS) and galactooligosaccharide (GOS) added at two levels: 1% 
and 5% in a red fruit beverage. (RF). The product was made with strawberries (20%), 
blackberries (10%) and papaya (5%) as a pH stabilizer. Using a synthetic medium 
supplemented with a RF beverage (10%), the inoculum was produced to achieve an 
adaptation of L. casei to the product. The viability of L. casei was evaluated in the 
presence of prebiotics in a modified MRS broth (Oxoid®) using optical density (OD) at 
600nm. Significant differences (ρ <0.05) were found between the treatments; the 
prebiotics 1% IN (OD = 3.99 ± 0.36) and 1% FOS (OD = 3.48 ± 0.28) had the best results. 
A sensory test with an untrained panel was carried out for the preference between the 
beverages with the addition of 1% IN and FOS without inoculation. There were no 
significant differences between the preferences for the prebiotic type added to the RF 
beverage (ρ> 0.05). 1% IN was selected to evaluate its effect on the viability of L. casei 
inoculated in a RF beverage, by growth kinetics for 50 hours at 37°C, viable cell count, 
pH, titratable acidity and soluble solids (°Brix) at 0, 10, 24 and 50 hours of fermentation. It 
was found that the inclusion of prebiotic (1% IN) significantly affected (ρ<0.05) both the 
viability of L. casei and the physicochemical properties of the RF beverage. 
Key words: probiotic, prebiotic, red fruits, inulin. 
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2.1 Introducción  
En la actualidad las bebidas son la categoría de alimentos funcionales con mayor 
crecimiento debido a la demanda de los consumidores por ser un excelente vehículo de 
suministro de compuestos bioactivos como vitaminas, minerales, antioxidantes, fibra, 
prebióticos y probióticos (Corbo et al., 2014). 
 
Existe un cambio en los hábitos de consumo de bebidas tradicionales como bebidas 
carbonatadas a opciones más saludables como jugos y concentrados de frutas 
(Mintel, 2016), especialmente las mezclas de frutas tropicales en jugos y smoothies, 
incluyendo frutas como la piña, mango y papaya están ganando popularidad 
alrededor del mundo (Huang, Rasco, & Cavinato, 2009). Existen en el mercado jugos 
fortificados con calcio y vitaminas con un consumo regular y empiezan a desarrollarse 
bebidas de fruta o mezcla de frutas con inclusión de microorganismos probióticos y 
prebióticos, como una alternativa factible en la industria de bebidas (Costa, Fonteles, 
De Jesus, & Rodrigues, 2013). 
 
Una bebida con mezclas de frutos rojos (fresa y mora) puede ser una opción atractiva 
a los consumidores, los productos derivados de estas frutas son fuente significativa 
de componentes bioactivos tales como polifenoles, flavonoides, ácido elágico, 
taninos, ácido gálico, ácido benzoico, antocianinas, entre otros (Meret, Brat, Mertz, 
Lebrun, & Günata, 2011; Romero J & Yépez V, 2015; Shahidi & Alasalvar, 2016). Así 
mismo, estos productos tipo mezcla han sido propuestos como vehículos novedosos y 
apropiados para la inclusión de cepas probióticas por su contenido de micronutrientes 
esenciales, permitiendo la producción de ácido láctico y de biomasa en condiciones 
fermentativas (Perricone et al., 2015; Yoon et al., 2006). Los probióticos han sido 
definidos como “Microorganismos vivos que confieren un beneficio a la salud del 
huésped en cantidades adecuadas”(Hill et al., 2014). Adicionalmente las bebidas tipo 
mezcla de fruta tiene una imagen saludable y variedad en los perfiles sensoriales 
(Pereira, Maciel, & Rodrigues, 2011; Sheehan et al., 2007). 
 
Tradicionalmente la inclusión de probióticos se ha realizado en alimentos lácteos, sin 
embargo, los cambios y preferencias de consumo han llevado a la búsqueda de nuevas 
matrices de inclusión y los productos vegetales son una opción saludable dirigida a 
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consumidores alérgicos a los productos de origen lácteo y con dietas vegetarianas (Corbo et 
al., 2014). Las frutas más utilizadas en las preparaciones comerciales con probióticos incluyen 
arándano, manzana, grosella negra, cereza, guaraná, mango, uvas, kiwis, fresas, durazno y 
ciruelas y las cepas más utilizadas en formulación de nuevos productos son Lactobacillus 
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus y 
Bifidobacterium lactis (Martins et al., 2013b). Sin embargo, la viabilidad de los probióticos en 
bebidas de fruta es más compleja que en los productos lácteos debido a diversos factores: la 
presencia de cantidades insuficientes de péptidos y aminoácidos libres necesarios para el 
metabolismo de cepas probióticas, así como la susceptibilidad a condiciones ácidas extremas 
(pH 2,5–3,6) y la presencia de colorantes, aromas y conservantes (Perricone et al., 2015; 
Tripathi & Giri, 2014). 
 
En el diseño de bebidas de fruta con probióticos, la adición de prebióticos, sustancias que 
ejercen un efecto sinérgico al estimular selectivamente el crecimiento de estos 
microorganismos en el intestino humano (Perricone et al., 2015; Shori, 2016). Se han reportado 
como prebióticos con efecto sobre la viabilidad de microorganismos probióticos la inulina (IN), 
fructooliogosacáridos (FOS) y galactooligosacáridos (GOS). Estos prebióticos se encuentran 
naturalmente en frutas, vegetales, leche, miel y bambú (Singh et al., 2015). Actualmente las 
mezclas de probióticos y prebióticos se utilizan a menudo con el fin de aprovechar sus efectos 
sinérgicos en alimentos funcionales, estos productos se denominan simbióticos (Al-Sheraji et 
al., 2013). El consumo de alimentos y bebidas que contienen prebióticos y probióticos es la 
tendencia actual del consumidor global (Shori, 2015). El objetivo de este trabajo fue determinar 
el efecto de la adición de inulina (IN), fructooliogosacáridos (FOS) y galactooligosacáridos 
(GOS) en la viabilidad de una cepa probiótica de tipo comercial (Lactobacillus casei) en una 
bebida de frutos rojos (FR). 
 
2.2 Materiales y métodos  
2.2.1 Cepa probiótica  
Se utilizó un cultivo comercial probiótico liofilizado Lactobacillus casei. Se activó la cepa por 
rehidratación en 5 mL de caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS-Oxoid®) por un periodo de 
incubación de 72 horas a 37°C y se verificó la morfología del microorganismo mediante 
coloración de Gram.  
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2.2.2 Producción de inóculo en medio sintético de FR (Cinética de 
crecimiento) 
Se determinó el tiempo que tarda el microorganismo probiótico en alcanzar la producción 
máxima de biomasa para establecer este punto como referencia en la producción del inóculo 
mediante el diseñó un medio de cultivo que simuló la formulación de la bebida de frutos rojos: 
caldo MRS suplementado con 10% de bebida de FR, según la metodología recomendada por 
Perricone et al. 2014 (Perricone et al., 2014).En la Figura 2-1 se describe la metodología para 
la producción de inóculo. 
 
Figura 2-1 Producción de inóculo en medio sintético de Frutos rojos. 
 
 
2.2.3 Evaluación de prebióticos en caldo MRS modificado 
La evaluación de los prebióticos se realizó en MRS suplementado con 5% de sacarosa y 
las sustancias prebióticas: inulina (IN), fructooliogosacáridos (FOS), y 
galactooligosacáridos (GOS). Estas modificaciones del caldo de cultivo se realizaron con 
el fin de simular las condiciones de la bebida de FR y evaluar el efecto de los prebióticos 
en la viabilidad de la cepa de L. casei. En la Tabla 2-1 se presentan los tratamientos 
evaluados. A cada tratamiento (20mL) se inoculó el 2% (400µL) del microorganismo en 
estudio. Los controles fueron caldo MRS sin adición de prebiótico y MRS suplementado 
con 5% de sacarosa (concentración aproximada de sacarosa en la bebida). Se determinó 
la biomasa a las 0, 10, 24 y 48 horas de incubación a 37°C a través de densidad óptica a 
600 nm (DO). Se realizaron las mediciones por triplicado (Adebola et al., 2014). 
Activación de la cepa 
en caldo MRS por 72 h 
a 37°C (pre inóculo)
1% pre inóculo a 10 
mL de caldo MRS por 
24 h a 37°C
2% pre inóculo a 50 
mL por 18 h a 37°C
2% del pre inóculo  a  
50 mL de medio 
sintético de FR.
Centrifugación a 4000 
rpm por 10 minutos
Re suspensión del 
pellet en 10 mL de 
solución salina estéril 
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Tabla 2-1 Diseño experimental para la evaluación de prebióticos en caldo MRS con 
sacarosa y prebióticos 
Tratamiento Descripción 
T1 Caldo MRS + sacarosa 5% + IN 1% 
T2 Caldo MRS + sacarosa 5% + IN 5% 
T3 Caldo MRS + sacarosa 5% + FOS 1% 
T4 Caldo MRS + sacarosa 5% + FOS 5% 
T5 Caldo MRS + sacarosa 5% + GOS 1% 
T6 Caldo MRS + sacarosa 5% + GOS 5% 
C1 Caldo MRS 
C2 Caldo MRS + sacarosa 5% 
T = tratamiento, C= controles, IN (inulina), FOS (fructooliogosacáridos), GOS 
(galactooligosacáridos) 
2.2.4 Formulación y elaboración de la bebida de frutos rojos (FR) 
Se realizó una mezcla de fresa (Strawberry x ananassa L) (20%) y mora (Rubus glaucus 
Benth) (10%) y papaya (Carica papaya) (5%), como estabilizante de pH (5,3) y fuente de fibra 
(1,7 g/ 100g) (Nithya & Vasudevan, 2016). El porcentaje total de fruta en la bebida fue del 
35% p/v, el pH fue de 3,36 ± 0,02 y los sólidos solubles totales fueron de 10°Brix ± 0,01. Estas 
condiciones fueron establecidas para satisfacer tanto las necesidades de sustrato y 
condiciones ambientales (pH superior a 3) requeridas para la viabilidad del microorganismo 
probiótico y lograr aceptabilidad sensorial del producto final. El producto se esterilizó (120°C, 15 
psi, por 15 minutos) previo a la inoculación para evitar la interacción del probiótico con la 
microbiota nativa de las frutas evitando posibles alteraciones en la bebida (Perricone et al., 
2015; Sheehan et al., 2007). Se realizó la inoculación a una temperatura de 18 a 20°C en 
condiciones asépticas. Todos los procedimientos fueron realizados según las directrices de las 
Buenas Prácticas de Manufactura y Laboratorio (Ministerio de Salud y Protección Social de 
Colombia, 2013). 
 
2.2.5 Análisis sensorial de bebidas de FR con prebióticos  
Debido al efecto que tuvieron sobre la viabilidad de L. casei, se seleccionaron los 
tratamientos (IN 1% y FOS 1%) y se realizó una prueba de preferencia (comparación 
pareada) con un panel de evaluadores no entrenados (60 personas), constituido por hombres y 
mujeres con un rango de edad entre 19 y 60 años. Se evaluaron dos tratamientos, bebidas con IN 
(1%) y FOS (1%), las muestras se presentaron en un volumen de 10 mL de bebida de FR sin 
inocular, codificado con tres dígitos aleatorios, a una temperatura entre 7 a 10°C, fueron presentados 
a los panelistas que expresaron su preferencia (Nuñez Hinostroza & Brumovsky, 2010). 
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2.2.6 Cinética de crecimiento en bebida de frutos rojos (Viabilidad y 
parámetros fisicoquímicos) 
Según pruebas de viabilidad en caldo MRS modificado y preferencia sensorial se seleccionó el 
tratamiento con IN al 1%, posteriormente se realizó la cinética de crecimiento en la bebida de 
FR con adición de IN (1%) (200mL) e inoculada con el 2% (4 mL) de probiótico L. casei a partir 
del inóculo diseñado en el MRS suplementado con 10% de la bebida FR. Los tratamientos se 
incubaron a 37°C por 50 horas, se midió la viabilidad mediante recuento en placa en agar MRS 
a las 0, 10, 24 y 50 horas. Adicionalmente se determinaron los parámetros fisicoquímicos 
durante la cinética de crecimiento en la bebida: acidez (AOAC 942.15, expresada como 
porcentaje de ácido cítrico) y pH (AOAC 942.15, con un pHmetro Meprohm®). Los sólidos 
solubles totales (AOAC 932.12) por el método refractométrico fueron estimados como °Brix con 
un refractómetro marca Atago® a 20oC. Los análisis fisicoquímicos se realizaron  de acuerdo al 
método oficial AOAC (AOAC, 2012). Los controles fueron: la bebida de frutos rojos sin inulina y 
la bebida sin inocular. Las mediciones se hicieron por triplicado.  
 
2.2.7 Análisis estadístico 
Para la interpretación de los resultados de las pruebas de preferencia sensorial  se 
consultó la tabla de Roessler et al, 1978 reimpresa en Stone y Sidel, 1993 (Stone & Sidel, 
1993). En referencia a las pruebas de evaluación de prebióticos y la cinética de 
crecimiento en bebida de FR con IN 1 % se analizaron los resultados mediante la prueba 
de modelo lineal generalizado con el paquete estadístico de Minitab®.  
 
2.3 Resultados 
2.3.1 Producción de inóculo en medio sintético de FR (Cinética 
de crecimiento) 
La producción del inóculo fue en un medio sintético (MRS suplementado con 10% de bebida de 
FR), alcanzando la mayor obtención de biomasa de 9,96 Log UFC mL-1 a las 24 horas de 
incubación a 37°C (Ver Anexo D). 
2.3.2 Evaluación de prebióticos en caldo MRS modificado 
En la tabla 2-2 se describen los resultados del efecto de los prebióticos sobre la viabilidad de L. 
casei en caldo MRS modificado. Se encontraron diferencias significativas (ρ<0,05) entre los 
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tratamientos con IN, FOS y GOS al 1 y al 5% en comparación con los controles (caldo MRS y 
caldo MRS con sacarosa 5%), presentando un efecto favorable sobre el crecimiento del 
probiótico en concentraciones bajas. 
 
Tabla 2-2 Efecto de prebióticos en la viabilidad de L. casei (absorbancia 600nm) en caldo  
MRS modificado con sacarosa 5%. 
Tratamiento 
Tiempo (h) 
0 10 24 50 
IN 1% 0,08 ±0,03 ab 0,71±0,04 ab 3,43±0,30 ab 3,99±0,36 ab 
IN 5% 0,09 ±0,01 c 0,75 ±0,07 c 2,31±0,04 c 3,15±0,40 c 
FOS 1% 0,06±0,03 abc 0,82±0,05 abc 2,99±0,05 abc 3,48±0,24 abc 
FOS 5% 0,07±0,00 bc 0,64±0,03 bc 2,69±0,15 bc 3,34±0,34 bc 
GOS 1% 0,06±0,06 abc 0,80±0,07 abc 2,42±0,18 abc 4,02±0,11 abc 
GOS 5% 0,03±0,03 bc 0,65±0,10 bc 2,67±0,20 bc 3,67±0,16 bc 
Caldo MRS 
(control) 
0,08±0,07 abc 0,75±0,03 abc 3,23±0,13 abc 3,83±0,06 abc 
Caldo MRS + 
sacarosa 5% 
(control) 
0,04±0,01 a 0,86±0,03 a 2,94±0,08 a 4,95±0,30 a 
*Valores de absorbancia con la misma letra en los tratamientos no se diferencian 
significativamente entre sí, y a un nivel de significancia del 95%, según la prueba de 
Tuckey.ρ=0,05. n=3. 
2.3.3 Análisis sensorial de bebidas de FR con prebióticos 
En la tabla 2-3 se muestra el número de respuestas de aceptación en el juicio llevado a cabo 
por los panelistas. Los resultados reflejan que no existieron diferencias significativas entre las 
bebidas con los prebióticos (ρ>0,05%). Se encontraron diferencias significativas (ρ<0,05) entre 
los tratamientos con IN, FOS y GOS al 1 y al 5% en comparación con los controles (caldo MRS 
y caldo MRS con sacarosa 5%). 
Tabla 2-3 Análisis sensorial: prueba de preferencia entre prebióticos en bebida de Frutos 
rojos 
Tipo de bebida Número de respuestas de aprobación 
del producto 
Bebida de FR con 1% IN 33 a 
Bebida de FR con 1% FOS 27 a 
Número de respuestas seguidas de la misma letra en las filas no se diferencian significativamente 
entre sí, a un nivel de significancia del 95%, según la tabla estadística de Roessler et al. (1978) 
reimpresa en (Stone y Sidel 1993). 
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2.3.4 Cinética de crecimiento en bebida de frutos rojos (Viabilidad y 
parámetros fisicoquímicos) 
Se seleccionó la IN 1% como prebiótico para determinar el efecto de esta sustancia en la 
viabilidad de L. casei en la bebida de FR a través de una cinética de crecimiento como se 
observa en la Figura 2-2. Se realizaron dos tratamientos bebida de FR con IN 1% y sin IN 
inoculados con L. casei. El análisis estadístico demostró que la adición de inulina afectó 
significativamente (ρ<0,05) la viabilidad de L. casei en la bebida de FR. Los recuentos en 
placa fueron 7.03 y 6.81 Log UFC mL-1 en los tratamientos con IN y sin IN, 
respectivamente. 
Figura 2-2 Cinética de crecimiento de L. casei en bebida de Frutos rojos 
Tratamiento 1: bebida de frutos rojos con IN 1%. Tratamiento 2: bebida de frutos rojos sin 
adición de prebiótico* Log en base 10 
 
En las figuras 2-3, 2-4 y 2-5 se describen los parámetros fisicoquímicos evaluados (pH, 
°Brix y acidez titulable) en la cinética de crecimiento de L. casei en bebida de FR. Con 
respecto a los parámetros fisicoquímicos tanto el pH, los sólidos solubles y la acidez 
titulable se encontraron diferencias significativas (ρ<0.05) entre los tratamientos 
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Figura 2-3 . Efecto de IN 1% en el pH en la cinética de crecimiento de L. casei en bebida de 
Frutos rojos 
 
Tratamiento 1: bebida de frutos rojos con adición de IN 1% y con L. casei. Tratamiento 2: bebida 
de frutos rojos sin adición de IN 1% con L. casei. Tratamiento 3: control de bebida de frutos rojos 
con adición de IN 1% sin inocular. Tratamiento 4: bebida de frutos rojos sin adición de IN 1% y 
sin inóculo. La acidez esta expresada como porcentaje de ácido cítrico presente en la muestra. 
Figura 2-4 Efecto de IN 1% en acidez titulable en la cinética de crecimiento de L. casei 
en bebida de Frutos rojos 
 
Tratamiento 1: bebida de frutos rojos con adición de IN 1% y con L. casei. Tratamiento 2: bebida 
de frutos rojos sin adición de IN 1% con L. casei. Tratamiento 3: control de bebida de frutos rojos 
con adición de IN 1% sin inocular. Tratamiento 4: bebida de frutos rojos sin adición de IN 1% y 
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Figura 2-5 Efecto de IN 1% en los sólidos solubles en la cinética de crecimiento de L. 
casei en bebida Frutos rojos. 
 
Tratamiento 1: bebida de frutos rojos con adición de IN 1% y con L. casei. Tratamiento 2: bebida de frutos 
rojos sin adición de IN 1% con L. casei. Tratamiento 3: control de bebida de frutos rojos con adición de IN 
1% sin inocular. Tratamiento 4: bebida de frutos rojos sin adición de IN 1% y sin inóculo 
2.4 Discusión  
En el desarrollo de alimentos con microorganismos probióticos se consideran factores como 
la cepa utilizada, el método de preparación del inóculo, el estado fisiológico de las células, los 
niveles de oxígeno y la presencia de prebióticos (Perricone et al., 2014). Estos productos 
deben mantener la supervivencia de los microorganismos en niveles entre 106 y 107 UFC mL-1 
durante la vida útil del producto (Vandenplas et al., 2015) . Por lo anterior, la bebida FR fue 
formulada considerando su efectividad como vehículo para L. casei manteniendo una densidad 
celular mínima de 106 UFC mL-1 sin alterar las características fisicoquímicas del producto en 
condiciones de almacenamiento. Para lograr este propósito, la formulación de la bebida se 
estableció con un pH superior a 3.5, varios reportes confirman que valores por debajo de 4 
pueden disminuir la viabilidad de los probióticos  (Saarela et al., 2011), por lo tanto, fue 
necesario adicionar 5% de papaya a la mezcla de fresa y mora para estabilizar los valores de 
pH logrando valores promedio de 3,36±0,02 en los que se mantuvo la viabilidad. Un pH bajo 
puede tener un efecto antagónico contra microorganismos patógenos y alteradores. Los frutos 
rojos como cereza, arándano, mora y frambuesa contienen componentes con efectos 
antimicrobianos (Perricone et al., 2015; Sheehan et al., 2007). Otros factores que pueden 
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que pueden influir en la baja supervivencia, por ejemplo, se ha reportado baja viabilidad de 
Lactobacillus plantarum en jugos de limón, granada, grosella negra, arándano, pomelo y piña 
(Nualkaekul & Charalampopoulos, 2011). 
 
La producción de inóculo mediante la adaptación y escalamiento del probiótico  a través del medio 
sintético fue clave para adaptar al microorganismo a la matriz como sustrato de fermentación 
permitiendo la estabilidad microbiológica (Pereira et al., 2011). Estas condiciones permitieron un 
proceso de adaptación de L. casei, induciendo levemente la resistencia al pH (3,36±0,02) de la 
bebida de FR y obteniendo una mayor densidad celular de acuerdo con la metodología sugerida 
por (Perricone et al., 2014).  
 
En la tabla 2-2 se describen los resultados del efecto de los prebióticos sobre la viabilidad de L. 
casei en caldo MRS modificado. Previamente se realizó una curva de calibración del 
microrganismo por 24 horas en caldo MRS donde se estableció la fase exponencial de L. 
casei a las 24 horas (Anexo E). En ensayos previos se encontró hasta las 50 horas, el 
microorganismo en estudio mantiene la estabilidad microbiológica requerida en un producto 
probiótico. El valor mayor de absorbancia a las 50 horas de incubación fue obtenido en el 
tratamiento con GOS al 1% (D.O 4,02±0,11), seguido por el de tratamiento con IN al 1% 
(3,99±0,36) y FOS al 1% (D.O 3,48 ±0,24). Sin embargo, se observó una caramelización 
excesiva en el medio de cultivo con adición de GOS en ambas concentraciones utilizadas 
después de la esterilización, factor que condujo a descartar este prebiótico por su posible 
efecto en las cualidades sensoriales de la bebida (Braga & Conti-Silva, 2015). Se observó 
que en el tratamiento con IN 1% se presentó mayor crecimiento en comparación al control 
con MRS (3,83±0,06) debido al efecto sinérgico del prebiótico, esto puede deberse al posible 
efecto sobre el crecimiento de L. casei. Se ha reportado que la IN tiene efectos prebióticos 
más pronunciados que la oligofructosa en condiciones fermentativas en simuladores del 
ecosistema microbiano intestinal humano (Karimi et al., 2015). 
 
Considerando estos resultados, se realizó un análisis sensorial mediante una prueba de 
preferencia entre una bebida de FR con IN al 1 % y FOS 1%. En la tabla 2-3 se muestra el 
número de respuestas de aceptación en el juicio llevado a cabo por los panelistas. Los 
resultados reflejan que no existieron diferencias significativas entre las bebidas con los 
prebióticos (ρ>0,05%). El número de respuestas similares en la prueba indica que no existe 
un efecto sensorial tácito sobre la preferencia de las bebidas respecto al tipo del prebiótico, 
Efecto de la inclusión de prebióticos en la viabilidad de un probiótico 




sin embargo, como se observa el mayor número de respuestas fue para la bebida con 
inclusión de IN 1%. Otros autores han reportado resultados similares en los que no se 
evidenciaron diferencias en la preferencia entre bebidas con prebióticos y sus 
contrapartes tradicionales. En un estudio se evaluó el efecto sensorial de prebióticos y 
sustituyentes de azúcar en néctares de papaya adicionando oligofructosa e inulina, se 
encontró que la preferencia fue similar respecto a néctares con azúcar (Braga & Conti-
Silva, 2015).Adicionalmente en procesos de optimización para la formulación de jugos de 
fresa con probióticos se ha demostrado que la adición de inulina y oligofructosa al 
producto no tiene implicaciones negativas sobre la calidad sensorial (Cassani, Tomadoni, 
Moreira, Ponce, & Agüero, 2017). 
 
Dados los resultados respecto a la viabilidad del probiótico en el caldo MRS modificado y 
considerando que el tipo de prebiótico no altera la respuesta sensorial se seleccionó la IN 
1% como prebiótico para determinar el efecto de esta sustancia en la viabilidad de L. 
casei en la bebida de FR, en una cinética de crecimiento como se observa en la Figura 2-
2.  Se realizaron dos tratamientos bebida de FR con IN 1% y sin IN inoculados con L. 
casei. El análisis estadístico demostró que la adición de inulina afectó significativamente 
(ρ<0,05) la viabilidad y las propiedades fisicoquímicas de la bebida FR. Los recuentos en 
placa fueron 7.03 y 6.81 Log UFC mL-1 en los tratamientos con IN y sin IN, 
respectivamente. Lo anterior sugiere que la adición de IN 1% puede mejorar la viabilidad 
del microorganismo probiótico. Se debe considerar el efecto de la matriz: bebida de FR 
en comparación con el medio sintético con relación al comportamiento de L. casei en su 
crecimiento bajo condiciones de incubación a 37°C. 
 
En algunos estudios en jugos con frutos rojos como arándanos, grosella negra y mora 
reportaron una drástica disminución en la viabilidad debido a la presencia de ciertos 
ácidos orgánicos (ácido benzoico) de las frutas que pueden tener efectos tóxicos a los 
microorganismos y afectar considerablemente la viabilidad del cultivo probiótico durante 
el  procesamiento y en la futura vida útil (Sheehan et al., 2007). Se ha encontrado que el 
jugo de arándano ejerce un efecto inhibitorio mayor para Lactobacillus paracasei ssp. 
NFBC 43338. L casei 431R que el jugo de piña, al mismo pH, probablemente debido al 
alto contenido de ácido benzoico (34 mg/L) que contiene el jugo de arándano (Sheehan 
et al., 2007) Por lo anterior, autores como Perricone et al. 2015 recomiendan estrategias 
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de adaptación de las cepas, e igualmente el uso de prebióticos las cuales fueron 
utilizadas en este estudio.  
 
Adicionalmente se ha evidenciado un efecto sobre la estabilidad de L. casei en la fase inicial 
de crecimiento en yogurt con adición de inulina a bajas concentraciones (1-2%) demostrando 
que este prebiótico puede estimular el crecimiento de L. casei en condiciones de 
refrigeración. La estimulación del metabolismo de las bacterias ácido-lácticas (Lactobacillus) 
por la inulina puede ser debido a la hidrolisis parcial y posterior metabolización de la 
fructosa como fuente adicional de carbono y de energía (De Souza Oliveira, Perego, de 
Oliveira, & Converti, 2012; Donkor, Nilmini, Stolic, Vasiljevic, & Shah, 2007). 
 
La adaptación de las cepas a través de suplementación con la bebida de FR (10%) ha 
demostrado su eficacia en otros trabajos donde se evaluó la viabilidad de L. reuteri en 
jugos de fruta sugiriendo que la viabilidad de la bacteria puede ser fuertemente afectada 
por el tipo de jugo, sobreviviendo en jugos de piña, naranja y de manzana mientras que 
con frutos rojos se observa una fuerte reducción. En esta investigación  se superó esta 
condición por medio de la adaptación de la cepa (suplementación con 10% de la bebida 
en MRS) obteniendo un aumento significativo del primer tiempo de reducción a 9,28 - 
11,20 días (Perricone et al., 2014). 
 
En el desarrollo de smoothies funcionales con frutos rojos fermentados (sin prebióticos) 
con bacterias  ácido lácticas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp. and Lactobacillus 
pentosus) aislados de frutas (mora, ciruelas y pasas) se  encontró que a pesar del 
ambiente hostil (pH aproximado de 3,51 y alto contenido de polifenoles) permanecieron 
viables los probióticos a una densidad celular de 9,0 Log UFC g-1 del producto por un 
periodo de 30 días de almacenamiento a 4°C (Di Cagno et al., 2011). 
 
El efecto positivo de la IN1% ha sido reportado también en la viabilidad de una cepa de L. 
plantarum (LP) CECT 220 en jugos de zanahoria y naranja presentando 9,2 Log UFC/mL 
en jugos con IN 1% y 5,8 Log UFC/mL en los jugos sin adición de prebiótico, 
manteniendo la concentración de monosacáridos más alta con respecto al jugo sin inulina 
(40% inferior) (Valero-Cases & Frutos, 2017b). 
 
Adicionalmente el uso de prebióticos ha sido estudiado en otros productos como 
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laminados de mora impregnados con probióticos (L. casei) y prebióticos (IN/FOS) estudio 
en el que se observó un efecto favorable de la presencia de prebióticos sobre la 
viabilidad del microorganismo al permitir la supervivencia por más de 40 días de 
almacenamiento, con recuentos superiores a 106 UCF/g mientras en las muestras sin 
prebiótico fue inferior (104 UCF/g) luego de 25 días (Rodríguez-Barona et al., 2015). 
 
Con respecto a los parámetros fisicoquímicos tanto el pH, los sólidos solubles y la acidez 
titulable se encontraron diferencias significativas (ρ<0.05) entre los tratamientos 
evaluados, incluyendo los controles sin inocular.  Cabe señalar que el pH en la 
formulación de la bebida fue ajustado a valores superiores a 3,5 que en ensayos 
anteriores y estudios previos demostró ser un rango que permite el crecimiento y la 
estabilidad de cepas con potencial probiótico, sin embargo, debido a las condiciones 
fermentativas de incubación  se determinó una baja de pH de 3,36±0,02 a 3,26±0,01 
tanto para el tratamiento con IN1% como sin prebiótico (Figura 2-3) debido posiblemente 
a la rápida transformación de los monosacáridos y la conversión del ácido málico en 
ácido láctico a través de la vía fermentativa (Valero & Frutos, 2017 a) . En consecuencia, 
la producción de ácido láctico a partir del metabolismo de estos sustratos resultó en una 
disminución del pH de los valores iniciales. Se ha reportado que el cultivo de bacterias 
ácido-lácticas (Lactobacillus) se caracteriza por una producción ácida que baja el pH y 
aumenta la acidez del medio creando un ambiente desfavorable para patógenos y 
microorganismos alteradores (Pereira et al., 2011). La acidez, aunque mostró diferencias 
significativas entre los tratamientos con y sin IN no presentó variaciones importantes en 
el tiempo de fermentación respecto a los controles sin inocular (Figura 2-4) con 
excepción del tratamiento 2 en la hora 24 aproximadamente que presento una variación 
significativa debido posiblemente a la producción de los ácidos orgánicos presentes en la 
bebida (Meret et al.,2011). 
 
En la Figura 2-5 se observa el efecto de la IN 1% sobre los sólidos solubles totales en las 
bebidas de FR (ρ<0,05) encontrando un aumento en el contenido de sólidos solubles 
(°Brix) en las bebidas con FR con IN (tratamientos 1 y 3) respecto a las que no contenían 
el prebiótico (tratamientos 2 y 4) independiente del crecimiento de L. casei. Resultados 
similares se han observado en la formulación y caracterización de néctares de papaya 
con inulina (Orafti®P95) otorgando una mayor aceptación sensorial (Braga & Conti-Silva, 
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2015).Estos resultados indican que posiblemente las principales fuentes de carbono y 
energía para L. casei fueron glucosa y fructosa, mientras que la inulina es fermentado 
más lentamente (Valero-Cases & Frutos, 2017a, 2017b), sin embargo se deben realizar 
análisis cromatográfico de azúcares y ácidos orgánicos para corroborar estos resultados 
sobre todo en condiciones de almacenamiento. 
 
La adición de prebióticos en beneficiosa en bebidas de FR con un rango de pH bajo y 
presencia de ácidos orgánicos y componentes fenólicos como es el caso de una mezcla 
de fresa y mora. Cabe señalar que la selección de la inulina como sustancia prebiótica en 
la bebida de FR puede tener beneficios al momento de realizar el escalamiento industrial 
del producto, se ha demostrado mayor estabilidad química de este prebiótico frente a 
tratamientos térmicos altos y en condiciones de pH bajo (Huebner et al., 2008) como las 
presentadas en la bebida de FR de esta investigación. 
 
En este estudio, se observó que la selección de un prebiótico para ser adicionado en un 
producto con funcionalidades probióticas (bebida de FR) requiere la evaluación de varios 
factores como: tipo de cepa con potencial probiótico, condiciones de crecimiento y 
adaptación, producción de inóculo, clase de sustancia prebiótica, características 
fisicoquímicas de la matriz alimentaria, condiciones de diseño, formulación y desarrollo 
de producto y el efecto sensorial.  
 
2.5 Conclusiones 
La formulación de la bebida de FR con una concentración de 30%p/v de fruta (mora y 
fresa) y la adición de la papaya (5%) favorecen las condiciones de sustrato para el 
microorganismo probiótico en estudio y ofrecen al producto unas condiciones sensoriales 
aceptadas por los consumidores. 
 
Las estrategias de adaptación de la cepa (L. casei) por medio de la suplementación con la bebida 
de FR (10%) para la producción de inóculo fue positiva en la estabilidad del microorganismo. 
 
Se determinó que la adición con 1% de inulina en una bebida de FR afecta 
significativamente (ρ<0,05) la viabilidad y los parámetros fisicoquímicos de L. casei en las 
bebidas de frutos rojos bajo condiciones fermentativas. 
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Capítulo 3. Selección de una cepa probiótica 
comercial para la inclusión en una bebida de 
frutos rojos y determinación de la viabilidad y 
los parámetros fisicoquímicos durante el 
almacenamiento 
Selection of a commercial probiotic for inclusion in a red fruit beverage and 
determination of viability and physicochemical parameters during storage 
Resumen  
Actualmente en la industria de bebidas de fruta existe una tendencia en la adición de 
probióticos y prebióticos para el desarrollo de productos funcionales orientados a la salud 
gastrointestinal. En este estudio se utilizaron las cepas comerciales de cultivos 
probióticos: Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus HN001 y Lactobacillus 
paracasei identificados molecularmente mediante la región ribosomal 16S por la técnica 
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se evaluó la capacidad probiótica in vitro 
con las pruebas de tolerancia a las sales biliares (0,5; 1,0; 1,5 y 2,0%) y a pH ácido (2,0; 
2,5 y 3,0), resistencia a antibióticos, evaluación de la actividad antimicrobiana frente a 
microrganismo Gram negativos y Gram positivos y adherencia intestinal mediante 
láminas con tejido de mucina humana. En los resultados ninguna cepa presentó actividad 
antimicrobiana. L. casei presento resistencia a antibióticos. Se encontró que L. casei 
difiere en la resistencia a pH y sales biliares respecto a las otras cepas razón por la cual 
se seleccionó como cepa de trabajo. Se inoculó el 2% de L. casei en una bebida tipo 
mezcla de frutos rojos (FR) con un pH 3,6;10°Brix y 30%p/v de fruta (fresa 20%, mora 
10%), como estabilizante de pH se adicionó 5%p/v de papaya. Durante el 
almacenamiento del producto por 21 días a 4°C se encontró que la inulina 1% (ρ<0.05) 
afecto significativamente la viabilidad del probiótico en la bebida de FR. Los parámetros 
fisicoquímicos de la acidez y el pH no cambiaron significativamente en el 
almacenamiento. Se encontró cambios en la concentración de los azúcares evaluados y 
no se evidencio producción de ácido láctico mediante análisis de cromatografía líquida de 
alta eficiencia (HPLC). Adicionalmente los probióticos y el prebiótico ejercieron cambios 
en la diferencia total de color (ΔE) en comparación con el producto fresco. La calidad 
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microbiológica la bebida cumplió con los parámetros de calidad según la Resolución 
3929 de 2013. L. casei se adaptó a la bebida de FR mejorando su capacidad de tolerar la 
acidez y manteniendo la tolerancia a las sales biliares. La viabilidad recomendad del 
probiótico fue hasta el día 12 de almacenamiento. 
Palabras claves: capacidad probiótica in vitro, frutos rojos, inulina, bebidas, Lactobacillus 
 
Abstract 
Currently in the fruit drinks industry there is a tendency in the addition of probiotics and 
prebiotics for the development of functional products oriented to gastrointestinal health. In 
this study, commercial strains of probiotic cultures were used: Lactobacillus casei, 
Lactobacillus rhamnosus HN001 and Lactobacillus paracasei molecularly identified by the 
16S ribosomal region by the polymerase chain reaction (PCR) technique. In vitro probiotic 
capacity was evaluated with bile salt tolerance tests (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%) and acid pH 
(2.0, 2.5 and 3.0), resistance to antibiotics, evaluation of the antimicrobial activity against 
Gram-negative and Gram-positive microorganisms and intestinal adhesion by slides with 
human mucin tissue. In the results, no strain showed antimicrobial activity. L. casei 
showed resistance to antibiotics. It was found that L. casei differed in the resistance to pH 
and bile salts with respect to the other strains, which is why it was selected as a working 
strain. 2% of L. casei was inoculated in a red fruit (FR) type drink with a pH of 3.6, 10° 
Brix and 30% p / v of fruit (strawberry 20%, blackberry 10%), as a stabilizer of pH was 
added 5% w / v of papaya. During storage of the product for 21 days at 4 ° C it was found 
that 1% inulin (ρ <0.05) significantly affected the viability of the probiotic in the FR drink. 
The physicochemical parameters of acidity and pH did not change significantly in storage. 
Changes were found in the concentration of the evaluated sugars and no production of 
lactic acid was evidenced by high efficiency liquid chromatography (HPLC) analysis. 
Additionally, the probiotics and the prebiotic exerted changes in the total color difference 
(ΔE) in comparison with the fresh product. The microbiological quality of the beverage 
complied with the quality parameters according to Resolution 3929 of 2013. L. casei 
adapted to the FR drink, improving its ability to tolerate acidity and maintaining tolerance 
to bile salts. The recommended viability of the probiotic was until day 12 of storage. 
 
Key words: Probiotic capacity in vitro, red fruits, inulin, beverages, Lactobacillus. 
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En los alimentos funcionales se encuentra los productos orientados a la salud 
gastrointestinal, dentro de esta categoría están los probióticos, prebióticos y simbióticos 
(Annunziata & Vecchio, 2013). Los probióticos han sido definidos como “Microorganismos 
vivos que confieren un beneficio a la salud del huésped cuando se los administra en 
cantidades adecuadas”(Hill et al., 2014). En las últimas décadas, las bacterias ácido-
lácticas (especies del género Lactobacillus) son más comúnmente estudiadas como 
microrganismos probióticos. Éstas bacterias hacen parte de la microbiota comensal del 
tracto gastrointestinal humano (TGI), considerándose como bacterias "seguras" (Angmo, 
Kumari, Savitri, & Bhalla, 2016). 
 
Aunque las leches fermentadas con probióticos son los productos más populares en el 
mercado, es necesario proponer alternativas factibles como matrices alimentarias sin 
contenido lácteo (frutas y vegetales), para compensar las necesidades de aquellas 
personas que padecen intolerancia a la lactosa o hipercolesterolemia igualmente para 
satisfacer la demanda de la población vegetariana (Corbo et al., 2014). Por esta razón, 
existe un aumento de la demanda de productos probióticos alimentos a base de frutas y 
vegetales, como las bebidas funcionales, representando un potencial vehículo de 
inclusión y fuente de probióticos (Rai & Bai, 2015). 
 
El uso de bebidas de fruta como vehículo de inclusión de probiótico ha aumentado 
últimamente (Lewandowski, 2015; Shori, 2016), a pesar que añadir probióticos a bebidas 
de frutas es más complejo que la formulación en productos lácteos. Las bacterias 
necesitan protección de las condiciones ácidas en las bebidas de fruta. Sin embargo, 
estudios recientes han demostrado que algunas cepas son capaces de crecer y 
sobrevivir a  en bebidas de fruta (con un densidad celular mínima de 1x107 UFC/mL) 
(Lewandowski, 2015; Rai & Bai, 2015).  
 
La viabilidad microbiana es fuertemente dependiente de la matriz, el procesamiento y las 
condiciones de almacenamiento. Así, una cepa podría ser adecuada para algunas 
bebidas de frutas e inviable para otras (Lewandowski, 2015). El desarrollo de un producto 
en particular debe ser ampliamente estudiado en términos de evaluación de capacidad 
probiótica, tecnológica y sensorial. Así el diseño y formulación de bebidas de frutas y la 
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cepa correcta es la clave para la aceptación del producto (Lewandowski, 2015). Sin 
embargo, se ha indicado que la supervivencia de las bacterias probióticas en diferentes 
alimentos durante el almacenamiento y durante el tránsito en el tracto gastrointestinal a 
menudo es baja (Fijalkowski, Peitler, Rakoczy, & Zywicka, 2016). 
 
La composición de las bebidas de frutas con probióticos puede plantear desafíos 
específicos a la supervivencia de los microorganismos (pH, impacto sensorial, presencia 
de ácidos orgánicos y compuestos con características antioxidantes) (Pimentel, Madrona, 
Garcia, et al., 2015). Para superar estos retos tecnológicos la selección y protección de la 
cepa desempeñan un papel integral en la formulación de un producto estable (Shahidi & 
Alasalvar, 2016). Una forma de lograr la protección de las células viables ha sido la 
adición de prebióticos, donde estos ingredientes (generalmente oligosacáridos ) pueden 
proteger las células probióticas en el producto (Tymczyszyn et al., 2011). Además de ser 
moléculas protectoras, los prebióticos se consideran una reserva energética para las 
bacterias a medida que recorren el  tracto gastrointestinal permitiendo la colonización de 
los microrganismos probióticos (Shahidi & Alasalvar, 2016). Factores como la 
composición y el tipo de enlaces glucosídicos en la cadena de carbohidratos son los 
factores claves en la adición de prebióticos en bebidas de fruta (Lewandowski, 2015). En 
el diseño de bebidas de frutas con adición de microorganismos probióticos se puede 
considerar el uso de ingredientes prebióticos como la inulina que generan un efecto  
protector, al mejorar la supervivencia y la actividad de las bacterias probióticas durante el 
almacenamiento del producto final, así como durante el paso a través del tracto 
gastrointestinal (Bedani, Vieira, Rossi, & Saad, 2014). 
 
Los prebióticos han sido definidos recientemente por la Asociación Científica 
Internacional de Probióticos y Prebióticos como "Un ingrediente fermentado 
selectivamente que da lugar a cambios específicos en la composición y/o actividad de la 
microbiota gastrointestinal, lo que confiere beneficios sobre la salud del huésped (Shahidi 
& Alasalvar, 2016).  
 
Los fructanos de tipo inulina son los oligosacáridos mejor documentados por su efecto 
sobre las bacterias probióticas en el intestino al ser importantes sustratos prebióticos 
(Ross & Preedy, 2016). La inulina es un carbohidrato compuesto por unidades de 
fructosa (2-60 unidades) unidos a través de enlaces β (1-2) con un extremo terminal de 
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glucosa. Durante la fermentación anaeróbica por microbiota intestinal, la inulina produce 
ácidos grasos de cadena corta al tiempo que aumenta la densidad bacteriana (Karimi et 
al., 2015). El uso de  la inulina mejora los efectos fermentativos metabolizándose 
selectivamente en diferentes secciones del intestino grueso (Guarner et al., 2012; Karimi 
et al., 2015). Por tal motivo la inulina es un ingrediente funcional interesante que se utiliza 
cada vez más para formular nuevos productos con declaraciones de salud como 
“enriquecidos con fibra” o “con beneficio prebiótico”(Ross & Preedy, 2016).  
 
La selección de las cepas probióticas apropiadas en la dosis adecuada (Tripathi & Giri, 
2014) es clave en el diseño de una bebida funcional con Probióticos. De hecho, estos 
productos deben contener altas dosis de microorganismos viables a lo largo de la vida útil 
del producto (Rai & Bai, 2015) con fin de cumplir las diferentes funcionalidades en el 
huésped. La viabilidad durante las operaciones de procesamiento, almacenamiento y 
supervivencia durante el tracto intestinal, son los criterios principales para la selección de 
cepas adecuadas con capacidad probiótica (Tripathi & Giri, 2014).  
 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha establecido unos requerimientos mínimos 
para garantizar las propiedades probióticas de una cepa: la identidad de la cepa (género, 
especie), ensayos in vitro de resistencia a la acidez gástrica y a las sales biliares, 
actividad antimicrobiana contra bacterias potencialmente patógenas y evaluación de la 
seguridad:(resistencia a antibióticos y búsqueda de genes de patogenicidad) (Guarner et 
al., 2012; Hill et al., 2014; Vandenplas et al., 2015). 
 
Las resistencias a las condiciones gastrointestinales (pH ácido y presencia de sales 
biliares) simulados en ensayos in vitro se sugieren frecuentemente para la evaluación del 
potencial probiótico de las cepas (Bedani et al., 2014; Champagne & Gardner, 2008; 
Reale et al., 2014; Todorov, Botes, Danova, & Dicks, 2007).Comprobar la tolerancia a las 
condiciones gastrointestinales de microorganismos probióticos en el producto final puede 
ayudar a seleccionar una matriz alimentaria adecuada y contribuir a la supervivencia y 
eficacia del probiótico en el tracto gastrointestinal (Bedani et al., 2014), varios autores 
han reportado que el tipo de matriz alimentaria y las condiciones de almacenamiento  
afectan la supervivencia de los microrganismos probióticos  al medio gástrico (Adebola et 
al., 2014;  Champagne & Gardner, 2008; Saarela, Virkajärvi, Alakomi, Sigvart-Mattila, & 
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Mättö, 2006).El objetivo de este estudio fue seleccionar una cepa probiótica comercial 
para la inclusión en una bebida de frutos rojos (FR) determinando la .viabilidad y los 
parámetros fisicoquímicos durante el almacenamiento. 
 
3.2 Materiales y métodos  
Capacidad probiótica in vitro de cepas comerciales probióticas 
Se evaluó la capacidad probiótica in vitro mediante una serie de ensayos a cepas 
probióticas de tipo comercial con el objetivo de seleccionar el microorganismo a inocular 
en una bebida en condiciones de almacenamiento (4ºC por tres semanas o 21 días). El 
tiempo de almacenamiento fue determinado por medio de ensayos preliminares en 
refrigeración (4°) y según recomendaciones de Shori, 2016 y Pereira et al. 2011. 
Posterior al almacenamiento de la bebida inoculada con Lactobacillus casei se recuperó 
por cultivo la cepa probiótica y se realizaron de nuevo estas pruebas para verificar el 
efecto del almacenamiento y la matriz alimentaria, sobre la capacidad probiótica in vitro 
del microrganismo de trabajo. A continuación, se describen las pruebas de capacidad 
probiótica in vitro (Figura 3-1) 
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probiótica in vitro 
Identificación 
molecular
Unidad 16S  ribosomal 
por la técnica de la 
reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR)
Tolerancia a las sales 
biliares
0,5%;1,0%;1,5%;2,0% 
de sales biliares en caldo 
MRS
Tolerancia al pH ácido
Ajuste de pH 2,0;2,5 y 
3,0 en caldo MRS
Adherencia intestial





ATCC 13076 y 




Prueba estándar de 
antibiogramas según 
Clinical and Laboratory 
Standarts Institute (CLSI) 




Prueba de difusión en 
agar
Listeria monocytogenes, 
Escherichia coli ATCC 
25922., Salmonella 
enteritidis ATCC 13076 y 
Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Selección de la cepa de 
trabajo 
Efecto del 
almacenamiento en la 
bebida 
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3.2.1 Cepas Comerciales  
Se utilizaron cultivos comerciales probióticos liofilizados Lactobacillus casei, Lactobacillus 
rhamnosus (HN001) y Lactobacillus paracasei. Se reactivaron las cepas por rehidratación 
en 5 mL de caldo Man, Ragosa y Sharpe (MRS-Merck®) por un periodo de incubación de 
72 horas a 37°C. Se verificó la morfología mediante cultivo y coloración de Gram. 
 
3.2.2 Identificación molecular de las cepas 
Se realizó una identificación molecular de las tres cepas utilizadas en este estudio. 
Primero se aisló cada cepa en agar MRS, posteriormente se extrajo el ADN y se 
amplificó la región de1465 pb del gen ribosomal 16S por la técnica de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR)(Mori et al., 1997; Savo Sardaro et al., 2016) empleando 
lo primers 27F, 518F, 800R, y 1492R. Se verificó mediante electroforesis la 
amplificación de los fragmentos y se enviaron a Macrogen Inc® (Corea) para ser 
secuenciados. El ensamblaje se efectuó por comparación contra las bases de datos 
NCBI (National Center for Biotechnology Information- RefSeq), Greengenes (Laurence 
Berkeley National Laboratory) y RDP (Ribosomal Database Project).  
 
3.2.3 Tolerancia a las sales biliares 
La capacidad de las cepas para crecer en presencia de bilis (p/v) se determinó según el 
método adaptado de García-Ruiz et al. 2014 (García-Ruiz et al., 2014) con modificaciones. 
Cada cepa evaluada fue activada por 48 horas. El inóculo  se ajustó  con el tubo No 5 de la 
escala de McFarland (3.0 x108 UFC mL-1) y se sembró 100 µL de cada cepa  en 5 mL de 
caldo MRS suplementado con 0,5%, 1%, 1,5% y 2 %de bilis (p/v) (Sigma Aldrich) 
respectivamente por un periodo de incubación de 6 horas según Hellstrom et al, 2006 
(Hellström., Grybäck, & Jacobsson, 2006) que es el tiempo promedio que tarda el alimento 
en el estómago (4 horas). Sin embargo, se buscó evaluar las condiciones extremas hasta un 
periodo de seis horas. Posteriormente los cultivos fueron transferidos (100µL) en caldo MRS. 
Se incubó a 37ºC por 24 horas tiempo en los cual se determinó la supervivencia mediante la 
observación de turbidez en el caldo comprando con un cultivo de control (caldo MRS sin 
sales biliares). Los ensayos se realizaron por triplicado. Esta prueba se realizó a la bebida 
después del almacenamiento. 
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3.2.4 Tolerancia a pH ácido  
Se determinó según el método adaptado García-Ruiz et al. 2014 (García-Ruiz et al., 2014) 
con modificaciones. Cada cepa evaluada fue activada por 48 horas, el inóculo se ajustó con 
el tubo No 5 de la escala de McFarland (3.0 x108 UFC mL-1) y se sembró 100 µL de cada 
cepa en 5 mL de caldo MRS ajustado con ácido clorhídrico 1N a pH 2; 2,5 y 3,0 por un 
periodo de incubación de 6 horas, según Hellström. et al., 2006 (Hellström. et al., 2006) 
Posteriormente se transfirió (100µL) del cultivo en caldo MRS sin ajuste de pH. Se incubó a 
37ºC por 24 horas tiempo en el cual se determinó la supervivencia mediante la observación 
de turbidez en el caldo comprando co con un caldo control (pH 6,5). Los ensayos se 
realizaron por triplicado. Los ensayos se realizaron por triplicado. Esta prueba se realizó a la 
bebida después del almacenamiento. 
 
3.2.5 Adherencia intestinal  
Para medir la adhesión de los cultivos comerciales a las células de la mucosa intestinal de 
forma cualitativa, se siguió la metodología de Serna, 2012 (Serna, 2012) donde se utilizaron 
láminas con tejido de mucina humana Sigma-Aldrich (Mucin Tissue – Trol TM, AR-Med LTD- 
Runnymed Malthouse- TW20 9BD U.K). Las láminas fueron des-parafinadas antes de realizar 
la inoculación con los microorganismos evaluados y de control. Las bacterias empleadas como 
controles positivos de adhesión fueron Salmonella enteritidis ATCC 13076 y Escherichia coli 
ATCC 25922 aisladas de muestras clínicas. La metodología se describe a continuación: 
 
• Activación de cepas: la activación de Salmonella enteritidis ATCC 13076 y Escherichia 
coli ATCC 25922 se realizó en caldo Infusión cerebro corazón (BHI), tomando una perla 
del criovial de almacenamiento y sembrándola en 5,0mL del caldo. El cultivo se incubó a 
37ºC por 24 horas. Las cepas se subcultivaron en caldo BHI hasta concentraciones 
celulares 108 UFC mL-1 a las 24 horas. Para los cultivos en estudio, se realizó el mismo 
procedimiento anterior, pero en caldo MRS. 
 
• Obtención y purificación de células: la obtención y purificación de las células 
bacterianas se llevó a cabo por centrifugación a 9000,0g por 10 minutos a 4ºC. 
Posteriormente se extrajo el sobrenadante generado, y al pellet recuperado se le 
adicionó 1,0 mL de solución salina estéril (0.85%) para diluir la muestra. 
• Adhesión a células de mucosa intestinal: la adhesión a las células de la mucosa 
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intestinal se evaluó transfiriendo 80,0µL de la muestra de las células bacterianas sobre la 
lámina con mucina (Sigma-Aldrich). Las láminas inoculadas se dejaron a 37ºC por 30 
minutos para perder humedad y luego se incubaron en cámara húmeda por 24 horas a 
37ºC. Después de la incubación las láminas se lavaron con solución salina estéril 0.85%, 
para retirar las bacterias que no se unieron a las células de la mucosa de la lámina. 
Luego se colorearon por medio de la tinción de Giemsa (Cramer, Rogers, Parker, & 
Lukes, 1973) y se lavaron nuevamente con solución salina. Finalmente, las láminas se 
observaron en el microscopio para analizar si las células bacterianas se adhirieron a la 
mucina en la región de las criptas del intestino. Este procedimiento se efectuó para las 
bacterias control (Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enteritidis ATCC 13076) y 
para los cultivos probióticos antes y después de adaptarse a la bebida Como controles 
negativos se utilizaron las láminas (Sigma-Aldrich) teñidas con la tinción, pero sin adición 
de células bacterianas. Los resultados se analizaron mediante comparación de las 
microfotografías (400x y 100x). 
 
3.2.6 Resistencia a antibióticos 
La susceptibilidad a varios antibióticos se determinó usando discos comerciales de 
Ampicilina(AMP),Gentamicina(GN),Tetraciclina(TE),Florfenicol(FFC),Sulfatrimetropin(SXT) y 
Ceftiofur(EFT) a las concentraciones recomendadas por la prueba estándar de 
antibiogramas por la Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) mediante el ensayo de 
difusión en placa(Hummel, Hertel, Holzapfel, & Franz, 2007). Las colonias bacterianas recién 
crecidas (3.0 x108 UFC mL-1) se sembraron en placas de agar MRS por siembra masiva y los 
discos antibióticos se pusieron en las placas a distancias apropiadas. Se incubaron durante 
72 horas a 37ºC en campana de anreobiosis con 5% de Co2. Después de la incubación se 
midió la zona de inhibición formada por cada antibiótico y se comparó con las tablas de 
lectura estándar. 
 
3.2.7 Actividad antimicrobiana 
La actividad antimicrobiana se determinó según el método de Tuo et al. 2013 (Tuo et al., 
2013) y Todorov et al. 2007 (Todorov et al., 2007). A continuación, se describe la 
metodología (Figura 3-2). 
 
• Cepas utilizadas: las cepas comerciales de Lactobacillus fueron analizadas para 
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determinar la actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes ATCC 19114, 
Escherichia coli ATCC 25922., Salmonella enteritidis ATCC 13076 y Staphylococcus 
aureus ATCC 25923.  
 
• Obtención de los sobrenadantes: se obtuvo los sobrenadantes del cultivo de los 
lactobacilos (25 mL de caldo MRS 24 horas de incubación a 37ºC). Para el ensayo por 
efecto de acción de acidificación no se ajustó el pH, se transfirieron 5 mL a un tubo 
estéril.  Para el ensayo de detección de peróxidos y bacteriocinas se ajustó el pH del 
sobrenadante a 6,5 con NaOH 1N. En todos los casos, los sobrenadantes se obtuvieron 
por centrifugación a 12.000 rpm por 10minutos, luego fueron calentados para eliminar las 
bacterias por 1 hora a 80ºC en baño serológico. Para el ensayo de presencia de peróxidos 
previo al calentamiento se adicionó solución de catalasa al 1% por una hora a 37ºC. 
 
•  Actividad antimicrobiana: se determinó mediante ensayos de difusión en placa. En cada 
ensayo de prueba, a partir de un cultivo de 105 UFC mL-1 de las cepas patógenas se 
inocularon 60 µL en 100 mL de agar semi sólido de BHI (1% p/v) a temperatura próxima al 
punto de gelificación, luego la mezcla homogénea se sirvió en cajas de Petri. Los 
sobrenadantes (10 µl) de los cultivos de los lactobacilos a prueba, se sembraron en 
distintos puntos sobre las placas preparadas anteriormente y se incubaron a 37ºC por 24 
horas. La actividad antimicrobiana se determinó por la presencia de halos de inhibición de 
la bacteria patógena incluida en el agar. 
 
• Controles de la prueba: como control positivo de la actividad de la bacteriocina se 
utilizaron 10ul de nisina (Cimpa® S. A. S). Como control de la posible interferencia por 
presencia de peróxido de hidrogeno se empleó el sobrenadante con adición de solución 
de catalasa 1% y para la posible interferencia por acidez se utilizó el sobrenadante con 
pH ajustado a 6,5. Finalmente como control positivo de actividad antagónica se empleó 
como  una cepa de Pediococcus pentosaceus 147(10µl). (cepa aislada de un queso en la 
ciudad de Viçosa en el estado de Minas de Gerais-Brasil obtenida por cortesía del 
Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia-IBUN) Los ensayos se 
realizaron por triplicado.  
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Figura 3-2 Evaluación de la actividad antimicrobiana  
 
 
Desarrollo y elaboración de la bebida de frutos rojos (FR) 
Después de la selección de la cepa de trabajo mediante las pruebas de capacidad 
probiótica en condiciones in vitro se elaboró la bebida de frutos rojos (FR) con inclusión 
de Lactobacillus casei. 
 
3.2.8 Elaboración de la bebida de frutos rojos (FR). 
En la Figura 3-1, se puede observar el diagrama de flujo para la obtención de pulpas, 
materia prima para el desarrollo de las bebidas (mezcla de frutas). 
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Figura 3-3 Diagrama de flujo elaboración de pulpas 
  
*La operación de lavado y desinfección varía de acuerdo con la fruta a procesar: para los frutos 
carnosos simples (Bayas como las moras) el lavado se realizó por aspersión, para la papaya y la 
fresa fue por inmersión. 
**La operación de escaldado varía dependiendo del fruto, realizándose por inmersión en agua, o 
con vapor vivo. 
 
Las frutas utilizadas fueron fresa (Strawberry x ananassa L) (20%) y mora (Rubus 
glaucus Benth) (10%) y papaya (Carica papaya) (5%), como estabilizante de pH (5,3) y 
fuente de fibra (1,7 g/ 100g) (Nithya & Vasudevan, 2016). El porcentaje total de fruta en la 
bebida fue del 35% p/v, el pH fue de 3,36 ± 0,07 y los sólidos solubles totales fueron de 
11,4°Brix ± 0,01. Estos parámetros fisicoquímicos fueron establecidos cumpliendo con 
los requisitos de la normativa colombiana vigente para este tipo de productos (Resolución 
3929 de 2013). Está bebida de fruta puede considerase como tipo néctar (pH 2,5 a 4,6, 
sólidos solubles totales mínimo de 10). La normatividad establece que cuando el 
producto se elabora con dos o más jugos o pulpa de frutas (tipo mezcla), los sólidos 
solubles totales de fruta en el producto están determinados por la suma del aporte 
porcentual de sólidos solubles de cada una de las frutas constituyentes. La fruta 
predominante (fresa 20%) fue la que más sólidos aporto a la formulación (Ministerio de 
Salud y Protección Social de Colombia, 2013).  
 
Recepción y pesado del 
material
Selección y clasificación 
Lavado y desinfección 
(hiplolorito 80 ppm) *
Escaldado











(ºBrix, pH y acidez 
titulable)
Almcenamiento de pulpas 
en congelación 
(T=-14ºC)
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El siguiente diagrama de flujo (Figura 3-4) se describe las operaciones unitarias para el 
proceso de elaboración de la bebida de FR. 
 
Figura 3-4 Diagrama de flujo de elaboración de bebida de Frutos rojos
 
La selección de estas frutas fue debida a que la fresa y la mora son generalmente usadas 
en el desarrollo de bebidas tipo mezcla (Hui, 2006). Se ha reportado en literatura que los 
frutos rojos como las fresas y la moras contienen un alto contenido de compuestos 
bioactivos, especialmente antocianinas y compuestos fenólicos con alta actividad 
antioxidante (Hui, 2006; Shahidi & Alasalvar, 2016). Las operaciones tecnológicas fueron 
realizadas con el objetivo de que los compuestos bioactivos se transfieran de materias 
primas al producto (Ashurst & Hargitt, 2009; Shahidi & Alasalvar, 2016). 
 
La papaya se adicionó como estabilizante natural del pH , debido a que en ensayos previos 
se demostró que el pH es un factor crítico para la viabilidad de los microorganismos 
probióticos, varios estudios sustentan que el pH y el contenido de ácidos orgánicos pueden 
afectar la supervivencia de estas bacterias en las bebidas de fruta (Sheehan et al., 2007). La 
pulpa de papaya contiene cantidades aproximadas de potasio de 182 mg /100 g y en menor 
proporción de sodio de 5 mg / 100 g, minerales que podrían beneficiar el crecimiento del 
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microorganismo probiótico en la bebida de FR (Perricone et al., 2015; Vijaya Kumar et al., 
2015). Adicionalmente la formulación de la bebida tipo mezcla de frutas buscaba la 
aceptación sensorial del producto final. 
 
El producto se esterilizó (120°C, 15 psi, por 15 minutos) (Ashurst & Hargitt, 2009). 
Todos los procedimientos fueron realizados según las directrices de las Buenas 
Prácticas de Manufactura y Laboratorio (Ministerio de Salud y Protección Social de 
Colombia, 2013). 
 
3.2.9 Inclusión de Lactobacillus casei en bebida de FR: 
El inóculo de L. casei (cepa de trabajo según las pruebas descritas en la Figura 2-
2),se produjo a partir de caldo MRS suplementado con 10% de bebida de frutos rojos 
según la metodología de  Perricone et al.2014 (Perricone et al., 2014). Se inóculo el 
2%(4mL) del microorganismo probiótico en 200mL de la bebida de frutos rojos en los 
tratamientos descritos a continuación: Se realizó un análisis estadístico mediante la 
prueba de modelo lineal generalizado en el paquete estadístico de Minitab®. 
 
Tabla 3-1 Tratamientos evaluados en la viabilidad de L. casei durante el almacenamiento 
de la bebida de Frutos rojos 
Tratamiento Descripción 
Tratamiento 1 Bebida de frutos rojos con 1 % de inulina e inóculo 
Tratamiento 2 Bebida de frutos rojos sin 1 % de inulina e inóculo 
Tratamiento 3 (Control) Bebida de frutos rojos con 1 % de inulina sin inóculo 
Tratamiento 4 (Control) Bebida de frutos rojos sin 1 % de inulina y sin inóculo 
 
Después de la inoculación de los diferentes tratamientos fueron almacenados en 
condiciones de refrigeración (4°C) por un periodo de tres semanas (21 días).  
 
3.2.10 Evaluación de Lactobacilos casei durante el almacenamiento  
Los análisis se efectuaron por muestreo del lote en almacenamiento. Se tomó un total de 
seis tiempos para análisis distribuidos en dos ocasiones por  semana los análisis de 
viabilidad de la cepa probiótica se evaluaron mediante recuentos en placa en agar MRS 
por profundidad, por un periodo de incubación  de 48 horas a 37ºC en condiciones de 
aerobiosis (Valero-Cases & Frutos, 2017b). 
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3.2.11 Evaluación de las características fisicoquímicas de las 
bebidas de frutos rojos durante el almacenamiento. 
Se determinó la acidez y el pH (AOAC 942.15 y 982.12). Los sólidos solubles totales 
(AOAC 932.12) por el método refractométrico de acuerdo al método oficial AOAC(AOAC, 
2012). Se hicieron estas mediciones una vez cada semana y por triplicado. Se estableció 
un perfil de azúcares A.O.A.C. 925.36 y ácidos orgánicos de la  bebida de frutos rojos por 
medio de cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) según el método oficial 
A.O.A.C. 986.13 (AOAC, 2012), para conocer la composición del sustrato para 
inoculación de cultivos probióticos. Este análisis cromatográfico se realizó antes y 
después del almacenamiento.  
 
Para la determinación del color de las bebidas en los diferentes tratamientos se utilizó el 
espacio de color CIE L*a*b* usando un colorímetro Minolta CR-5 (Gomes et al.,2014). Se 
determinó la diferencia de color (ΔE) = {(ΔL*2+Δa*2+Δb*2)1/2} a cada uno de los 
tratamientos durante los 21 días de almacenamiento. Se analizaron las muestras por 
triplicado. Se realizó un análisis estadístico mediante la prueba de modelo lineal 
generalizado en el paquete estadístico de Minitab®. 
 
3.2.12 Control de calidad microbiológico de las bebidas de FR  
Se realizó un control de calidad del producto en los diferentes tratamientos 
evaluados. Se siguieron las indicaciones de la metodología establecida en el 
Manual de Técnicas de Análisis para Control de Calidad Microbiológico de 
Alimentos para consumo humano del Instituto Nacional de Vigilancia de 
Medicamentos y Alimentos INVIMA (INVIMA, 1998). La evaluación microbiológica 
también fue acorde a los requisitos microbiológicos establecidos por la normatividad 
vigente en Colombia para este tipo de productos NTC 5468 (Icontec, 2012). Las 
pruebas Que se efectuaron comprendieron a: 
 
• Coliformes totales y fecales por Número Más Probable (NMP) 
 
• Recuento en placa de hongos y levaduras.  
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3.3 Resultados  
3.3.1 Identificación molecular de las cepas probióticas  
Los resultados de tipificación de los cultivos comerciales se resumen en la Tabla 3-2, que 
incluye: longitud de la secuencia ensamblada y la búsqueda en las bases de datos RDP, 
Green genes y RefSeq(NCBI) (Tabla3-2). Se obtuvo los árboles filogenéticos de cada 
uno de los cultivos comerciales (Anexo C).  
El clasificador de RDP (Ribosomal Database Project) pudo determinar que se tratan de 

















La base de datos de secuencias 16S RDP, usando el algoritmo Seqmatch-RDP contra Los 
aislamientos cultivados indica que las secuencias ensambladas del ADN de los microrganismos 
en estudio son muy similares en la mayoría de su longitud con las cepas tipo identificadas como 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei 
 
Las cepas estudiadas son muy similares a secuencias de Lactobacillus rhamnosus,  
 
 
Tabla 3-2 Identificación molecular de las cepas comerciales 












%  de identidad 99 99 99 















 Género Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus 
Conclusión Especie rhamnosus casei paracasei 
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3.3.2 Tolerancia a las sales biliares 
 Los resultados indicaron diferencias entre la supervivencia de L. casei a estas 
condiciones respecto a las otras dos cepas evaluadas específicamente a una 
concentración de 2% de sales biliares (Tabla 3-3). 
 
Tabla 3-3 Evaluación de la supervivencia a sales biliares in vitro de las cepas 
comerciales en caldo MRS modificado 
Cepa 
Caldo MRS a diferentes concentraciones (p/v) de 
sales biliares 
0,5% 1,0% 1,5% 2% Control 0% 
L. paracasei + - - - +++ 
L. rhamnosus  ++c + -  - +++ 
L. casei ++ ++ ++ ++ +++ 
*(+++) Crecimiento (turbidez) en el control, (++) Crecimiento relativamente similar al control, (+) 
Presencia de turbidez, (-) No hubo crecimiento (No presencia de turbidez). La Evaluación se 
realizó en caldo MRS al sub-cultivar las cepas probióticas. Control: MRS sin suplementación. n=3 
 
Los resultados indican que L. casei mantiene su capacidad de resistencia a bilis después 
del periodo de almacenamiento de 21 días (Tabla 3-4). 
 
Tabla 3-4 Evaluación de la supervivencia a sales biliares in vitro después de 
almacenamiento en caldo MRS modificado 
Cepa 
Caldo MRS a diferentes concentraciones (p/v) de sales 
biliares 
0,5%  1,0%  1,5%  2%  Control  
L. casei Tratamiento 
1 con 1% de inulina 
+++ ++ +++ ++ +++ 
L. casei Tratamiento 
2 sin inulina 
+++ ++ +++ ++ +++ 
 
*(+++) Crecimiento (turbidez) en el control, (++) Crecimiento relativamente similar al control, (+) 
Presencia de turbidez, (-) No hubo crecimiento (No presencia de turbidez). Control: MRS sin 
suplementación. Número de réplicas n=3. 
3.3.3 Tolerancia a pH ácido  
En la siguiente tabla se muestran los resultados de la supervivencia de la cepa 
comerciales de lactobacilos en presencia de pH ácido (Tabla 3-5). Se evidenció que L 
casei difiere de las otras cepas en la supervivencia al pH ácido, siendo mejor a pH 2. 
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Tabla 3-5 Evaluación de la resistencia a pH ácido in vitro de las cepas comerciales en 
caldo MRS modificado. 
Cepa 
Caldo MRS ajustado a diferentes valores de pH 
pH 2,0 pH 2,5 pH 3,0 Control(pH6,5) 
L. paracasei - - + +++ 
L. rhamnosus - - + +++ 
L. casei - ++ ++ +++ 
*(+++) Crecimiento (turbidez) en el control, (++) Crecimiento relativamente similar al control, (+) 
Presencia de turbidez, (-) No hubo crecimiento (No presencia de turbidez). La Evaluación se 
realizó en caldo MRS al sub-cultivar las cepas probióticas. Control: MRS sin suplementación. n=3 
 
Se halló que L. casei después de ser inoculado en el producto se adaptó mejor a las 
condiciones acidas, específicamente se observa la supervivencia al pH 2 en el 
tratamiento con adición de inulina (1%) en comparación con la cepa previo a la inclusión 
en la matriz alimentaria (Tabla 3-6). 
 
Tabla 3-6 Evaluación de la supervivencia a pH ácido in vitro después de almacenamiento 
en caldo MRS modificado 
Cepa 
Caldo MRS ajustado a diferentes valores de pH 
pH 2,0 pH 2,5 pH 3,0 Control(pH6,5) 
L. casei Tratamiento 1 con Inulina al 1% ++ +++ +++ +++ 
L. casei Tratamiento 2 sin inulina - ++ ++ +++ 
*(+++) Crecimiento (turbidez) en el control, (++) Crecimiento relativamente similar al control, (+) 
Presencia de turbidez, (-) No hubo crecimiento (No presencia de turbidez). Número de réplica. n=3. 
 
3.3.4 Adherencia intestinal  
Los cortes histológicos y las tinciones mostraban integridad de tejido y buena coloración, 
sin embargo, no se evidenció adherencia de los cultivos de las cepas utilizadas 
(incluyendo los controles positivos de patógenos intestinales: Salmonella enteritidis 
ATCC 13076 y Escherichia coli ATCC 25922) en las regiones específicas del tejido 
(criptas de mucina en la parte apical) (Figura 3-5). En la Figura se evidencia diferentes 
secciones del tejido inoculado con S. enteritis. 
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Figura 3-5 Tejido inoculado con S.enteritis a y b. Lámina tejido de mucina humana Sigma-Aldrich 
(Mucin Tissue – Trol TM, AR-Med LTD- Runnymed Malthouse- TW20 9BD U.K) con coloración de 
Giemsa e inoculada con S. enteritis (100X).c y d. Lámina tejido de mucina humana Sigma-Aldrich 
con coloración de Giemsa e inoculada con S. enteritis(400X). e Lámina de control de tejido de 
mucina humana f Lámina de control de tejido de mucina humana Sigma-Aldrich. 
 
  
a.  b.  
c.  d.  
e.  f.  
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3.3.5 Resistencia a antibióticos  
 L. casei presentó resistencia antibióticos antes y después de ser incluida en la bebida de 
FR Tabla 3-7). La cepa aislada de la bebida con prebiótico (IN 1%) presentó el mayor 
número de antibióticos con resistencia, sin embargo, el microorganismo antes de ser 
incluido a la matriz alimentaria ya presentaba resistencia a Florfenicol(FFC)y 
Sulfatrimetropin(SXT). 
 
Tabla 3-7. Resistencia a antibióticos de L. casei 
Cepa Resultado 
L. casei Tratamiento 1 (Inulina 1%) Sensible: EFT, FFC, AMP 
Resistente: CN, SXT, TE 
L. casei Tratamiento 2 (Sin inulina) Resistente: CN, AMP, TE, FFC,SXT,CFT 
L. casei previo a la inoculación  Sensible: TE, AMP, CN EFT 
Resistente: SXT, FFC 
*Ampicilina(AMP), Gentamicina(GN), Tetraciclina(TE),Florfenicol(FFC),Sulfatrimetropin(SXT) y 
Ceftiofur(EFT), a las concentraciones recomendadas por la prueba estándar de antibiogramas por 
la Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) mediante el ensayo de difusión en placa. 
3.3.6 Actividad Antimicrobiana 
No se encontró antagonismo frente a ninguno de los patógenos Gram positivos y Gram 
negativos evaluados en este estudio tanto de los Lactobacilos como de la cepa aisladas 
de la bebida de FR (L. casei). En la Figura 3-6, se observó una zona de inhibición para a 
Listeria monocytogenes ATCC 19114 en los controles (C: nisina y 4: cepa control 
Pediococcus pentosaceus 147). No se observó la formación de zonas de inhibición 
alrededor del patógeno de interés (L. monocytogenes ATCC 19114) para los lactobacilos. 
Figura 3-6 Prueba de antagonismo de cultivos comerciales en agar semi sólido de BHI 
frente a Listeria monocytogenes ATCC 19114 
 
*1: L. paracasei. 2: L. rhamnosus.3: L. casei. 4. Cepa control (Pediococcus pentosaceus 147) C: Control 
bacteriocina comercial (Nisina, Cimpa® S. A. S) frente a Listeria monocytogenes ATCC 19114 
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3.3.7 Evaluación de la viabilidad de Lactobacillus casei durante el 
almacenamiento de la bebida de FR 
La viabilidad al final del almacenamiento fue de 5,79 y de 4,42 Log UFC mL-1 para los 
tratamientos con inulina al 1% y sin la inulina respectivamente. La densidad celular 
recomendada para un alimento probiótico (aproximadamente 106 UFC mL-1) fue hasta el 
día doce de almacenamiento para ambos tratamientos (Tratamiento 1: 7,15±.0,19; 
tratamiento 2:6,14±0,04 Log UFC mL-1). (Figura 3-7) El análisis estadístico evidenció que 
la inulina al 1% tiene un efecto significativo (ρ<0,05) sobre viabilidad de L. casei en la 
bebida de FR en condiciones de almacenamiento en comparación del tratamiento sin 
inulina hasta el día 19 de almacenamiento. 
 
Figura 3-7 Viabilidad de L. casei en bebida de Frutos rojos durante almacenamiento 
 
Tratamiento1: bebida de frutos rojos con IN 1%. Tratamiento 2: bebida de frutos rojos sin adición 
de prebiótico. *Log en base 10. 
 
3.3.8 Evaluación de las características fisicoquímicas de las 
bebidas de frutos rojos durante el almacenamiento. 
En la evaluación de los parámetros fisicoquímicos de los tratamientos de las bebidas 
durante el almacenamiento, el análisis estadístico no evidenció diferencias significativas 
entre los tratamientos (ρ>0,05) durante el almacenamiento de la bebida de FR para las 
variables de pH y acidez. Los sólidos solubles totales aumentaron por la adición de la 


















Tratamiento 1 Tratamiento 2
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Tabla 3-8 Efecto parámetros fisicoquímicos durante almacenamiento de L. casei en 




Acidez (% ácido cítrico 




1 3.36±0.07a 0.47±0.01b 11.4±0.07c 
2 3.36±0.04 a 0.47±0.02 b 10.65±0.05g 
3 3.36±0.05 a 0.48±0.01 b 11.4±0.07c 
4 3.36±0.07 a 0.48±0.01 b 10.65±0.07g 
8 
1 3.30±0.06 a 0.48±0.02 b 11.85±0.01b 
2 3.32±0.01 a 0.47±0.03 b 11.1±0.05d 
3 3.30±0.07 a 0.46±0.04 b 11.65±0.02b 
4 3.30±0.04 a 0.46±0.01 b 10.55±0.07g 
13 
1 3.29±0.01 a 0.47±0.02 b 11.65±0.02a 
2 3.31±0.01 a 0.46±0.03 b 11.90±0.04a 
3 3.30±0.05 a 0.46±0.02 b 11.4±0.01c 
4 3.30±0.01 a 0.47±0.03 b 10.55±0.01c 
21 
1 3.28±0.06 a 0.48±0.01 b 11.85±0.05a 
2 3.30±0.07 a 0.47±0.03 b 11.65±0.07b 
3 3.30±0.05 a 0.47±0.03 b 11.00±0.02e 
4 3.29±0.01 a 0.47±0.02 b 10.55±0.07c 
Valores promedio que no compartan la misma letra en la fila indican diferencias significativas, con 
un valor de significación del 95%, según la prueba de Tuckey ρ=0,05, n=3. Tratamiento 1: bebida 
de FR con 1% de inulina e inóculo. Tratamiento 2: Bebida de FR sin inulina y con inóculo. 
Tratamiento 3: Bebida de frutos rojos con inulina y sin inóculo. Tratamiento 4: Bebida de frutos 
rojos sin inulina y sin inóculo. 
 
Con relación al contenido de azúcares (glucosa y fructosa) y ácidos orgánicos de las 
bebidas en el tiempo 0 y 21 del almacenamiento no se encontró producción de ácido 
láctico, sin embargo, se encontró ácido cítrico en los tratamientos 2 (0,46%m/m) y en el 
3(0,48%m/m). Se observó consumo de glucosa y fructosa por parte de L. casei 
(Tratamientos 1 y 2) (Tabla3-9).  
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Tabla 3-9 Evaluación del contenido de ácidos orgánicos y azúcares en la bebida de 
Frutos rojos.  
Tratamiento 1: bebida de FR con 1% de inulina e inóculo. Tratamiento 2: Bebida de FR sin 
inulina y con inóculo. Tratamiento 3: Bebida de frutos rojos con inulina y sin inóculo. Tratamiento 
4: Bebida de frutos rojos sin inulina y sin inóculo. 
 
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (ρ>0,05) durante el 
almacenamiento de la bebida de FR para la coordenada L (luminosidad), mientras que la 
coordenada a (matiz, coloración de tonos rojos) y b (ausencia de color) si presentaron 
diferencias significativas entre tratamientos independiente de la adición de probióticos y 
prebióticos (Tabla 3-10). 
 
Tabla 3-10 Evaluación del color (parámetros L*, a* y b*) y diferencia de color ΔE en 
bebidas de Frutos rojos durante el almacenamiento 
Tiempo(días) Tratamiento L* a* b* ΔE 
0 
1 42,06±0.09 a 15,85±0.05 j 9,78±0.1 j 0a 
2 45,87±0.09 a 15,69±0.04 j 10,65±0.1j 0a 
3 43,98±0.09 a 19,04±0.05 f 15,98±0.03f 0 a 
4 40,54±0.08 a 19,77±0.02c 15,39±0.03h 0 a 
8 
1 41,79±0.12 a 20,03±0.04 c 16,55±0.1e 9,06 b 
2 43,63±0.08 a 18,81±0.1 g 15,9 ±0.5g 6,49 b 
3 40,2±0.1 a 20,33±0.05 c 16,43±0.1c 4,40 b 
4 39,25±0.09 a 21,99±0.2 b 15.07±0.03 i 4,15 ab 
13 
1 37,22±0.09 a 22,60±0.1 a 20,15±0.05 a 6,35 c 
2 40,25±0.09 a 19,52±0.1d 17,41±0.02c 3,77 c 
3 43,88±0.1 a 17,65±0.2 i 17,82±0.03e 4,74 c 
4 44,09±0.01 a 18,38±0.07 h 15,02 ±0.1b 7,06 c 
21 
1 43,14±0.01 a 19.52±0.05d 17,56±0.1 7,15 d 
2 42,94±0.1 a 19,18±0.09 e 17,83±0.5c 2,74 d 
3 42,76±0.09 a 18,55±0.2 g 17,92 ±0.03c 2,27 d 
4 43,26±0.09 a 18,78±0.05 g 17,39 ±0.1d 2,56 d 
Valores promedio de que no compartan la misma letra en la fila indican diferencias significativas, con un 
valor de significación del 95%, según la prueba de Tuckey. Tratamiento 1: bebida de FR con 1% de inulina 
e inóculo. Tratamiento 2: Bebida de FR sin prebiótico y con inóculo. Tratamiento 3: Bebida de frutos rojos 














1 5,44 4.75 0,44 0.0 
2 4,68 4.21 0,0 0.0 
3 5,27 4,59 0,0 0.0 
4 5,58 4,85 0,51 0.0 
20 
1 5,25 4,12 0,48 0.0 
2 4,24 3,42 0,46 0.0 
3 5,15 4,06 0,48 0.0 
4 4,83 3,82 0,49 0.0 
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3.3.9 Control de calidad microbiológico de las bebidas de FR 
La bebida cumplió con los parámetros de calidad microbiológica según la normatividad vigente 
en Colombia para zumos, jugos y bebidas de frutas la NTC5468 de 2012 (Icontec, 2012) 
al inicio y final del tiempo de almacenamiento (Tablas 3-11 y 3-12) 
 
Tabla 3-11 Control de calidad microbiológica de las bebidas (Tiempo 0) 





NMP INVIMA N. 13 <3 <10 
NMP Coliformes 
fecales /mL 
NMP INVIMA N. 14 <3  (Ausencia) 
Recuento de mohos y 
levaduras UFC/mL 
Recuento en placa 
INVIMA N. 7 
<10 100-200 
 
Tiempo 0 días de almacenamiento. Los resultados expresados son para los cuatro tratamientos 
evaluados de la bebida de FR durante el almacenamiento Los valores de referencia son basados 
según la Resolución 3929 de 2013 
 
Tabla 3-12 Control de calidad microbiológica de las bebidas (tiempo 21 días) 





NMP INVIMA N. 13 <3 <10 
NMP Coliformes 
fecales /mL 
NMP INVIMA N. 14 <3 (Ausencia) 
Recuento de mohos y 
levaduras UFC/mL 
Recuento en placa 
INVIMA N. 7 
<10 100-200 
Tiempo 21 días de almacenamiento. Los resultados expresados son para los cuatro tratamientos 
evaluados de la bebida de FR durante el almacenamiento Los valores de referencia son basados 
según la Resolución 3929 de 2013 
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3.4 Discusión  
La identificación molecular es considerado el primer paso para la selección de 
microorganismos con potencial probiótico en el desarrollo de productos (Fontana et al., 
2013) debido a que cuando se utiliza un microorganismo para la formulación de 
suplementos alimenticios u otros productos para el consumo humano, su caracterización 
debe ser completa tanto a nivel genómico como fisiológico (Toscano, De Grandi, 
Pastorelli, Vecchi, & Drago, 2017). Cada microorganismo adicionado en productos 
probióticos debe ser identificado a nivel de género y especie, de acuerdo con el Código 
Internacional de Nomenclatura (Toscano et al., 2017). En consecuencia, la seguridad de 
los productos alimenticios y, sobre todo, de las cepas probióticas comerciales debe 
evaluarse antes de su lanzamiento en el mercado (Toscano et al., 2017), como parte 
integral en el desarrollo de un producto.  
 
La identificación indicó que los cultivos comerciales correspondían a las especies de: 
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus paracasei, 
microrganismos con amplio uso en productos de origen vegetal (Di Cagno et al., 2013), 
se buscó verificar la identificación de las cepas debido a la necesidad de certificar la 
identidad de las cepas en orden de garantizar que sean microorganismos pertenecientes 
al género Lactobacillus especies que son consideradas como GRAS (Generalmente 
Reconocidas como Seguras) y que pueden adicionarse en un alimento para el consumo 
humano (Tulumoğlu, Kaya, & Şimşek, 2014) (tabla 3-2). 
 
El género Lactobacillus actualmente contiene 204 especies, es el grupo más grande de la 
familia Lactobacillaceae (Fontana et al., 2013). Dentro de este género, las especies 
heterofermentativas facultativas como Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei y 
Lactobacillus rhamnosus (género y especie de los cultivos comerciales probióticos en 
este estudio), están estrechamente relacionadas filogenéticamente y fenotípicamente. 
Estas tres especies se consideran dentro del grupo taxonómico de Lactobacillus. Sin 
embargo, aún se precisa de estudios más profundos para determinar la estructura 
filogenética de este género (Savo Sardaro et al., 2016). 
 
Muchas cepas del grupo de Lactobacillus casei han sido aisladas e identificadas con el 
propósito de determinar su potencial probiótico y sus características tecnológicas para la 
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adaptación en nuevas matrices de inclusión como las bebidas de fruta, por cual es 
significativo en el diseño de una bebida de frutos con inclusión de este microorganismo 
probiótico (Bertazzoni Minelli et al., 2004). 
 
La clasificación taxonómica de las cepas candidatas a probióticos durante muchas 
décadas dependió en gran medida del tipo de fermentación del azúcar y de los productos 
de fermentación generados debido a que los probióticos se han clasificado 
principalmente como bacterias ácido-lácticas, sin embargo, actualmente, el análisis de la 
subunidad 16S del ARN se ha convertido en el método de elección preferido (Fontana et 
al., 2013) por lo cual fue el método seleccionado para la identificación de las cepas 
comerciales en estudio. Durante las dos últimas décadas, los microbiólogos han utilizado 
este fragmento conservado para la clasificación filogenética (Zárate et al., 2009). 
 
Con relación a la actividad probiótica in vitro de estas cepas, se halló diferencias entre la 
supervivencia de L. casei a estas condiciones respecto a las otras dos cepas evaluadas 
específicamente a una concentración de 2% de sales biliares. Las sales biliares 
disuelven los lípidos de la membrana que conducen a la lisis y muerte celular (M. Succi et 
al., 2005). Por lo tanto, los probióticos deben sobrevivir a la exposición a la bilis para 
llegar con vida al intestino delgado y al colon. (Das, Khowala, & Biswas, 2016). 
Generalmente las bacterias ácido lácticas puede tener mejores resultados en términos de 
supervivencia a esta sustancia que al pH ácido del estómago (Reale et al., 2014). A 
diferencia de otros estudios donde la supervivencia a estos componentes fue mayor para 
las cepas de L. rhamnosus. y de L. paracasei (DO>1) después de exposición por 24 
horas a  1,5% de sal biliar (Reale et al., 2014), este trabajó encontró que la cepa de L. 
casei presentó resultados satisfactorios  sobreviviendo a un concentración de 2% (Reale 
et al., 2014).  
 
Se ha observado una posible relación entre la supervivencia al pH ácido y a las sales 
biliares en condiciones simuladas para cepas de L. fermentum aisladas de productos 
autóctonos (pastas de mijo fermentadas de África occidental).Después de la exposición 
de 48 cepas de L. fermentum a pH 2,5 durante 4 horas, 16 cepas se consideraron 
resistentes a los ácidos (Owuasu-Kwarteng et al., 2015). 
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El mecanismo molecular que le permite a las bacterias con capacidad probiótica resistir a 
las sales biliares conjugadas tóxicas manteniendo la viabilidad de los microorganismos 
en el tracto gastrointestinal es debido a la actividad de la hidrolasa de sales biliares 
(BSH) (Toscano et al., 2017).La actividad de la BSH se ha detectado en microorganismos 
probióticos pertenecientes a los géneros de Lactobacillus, Bifidobacterium y 
Enterococcus, bacterias que generalmente se encuentran en el ambiente intestinal 
(Toscano et al., 2017). 
 
Con relación a la supervivencia de los cultivos comerciales en estudio al pH ácido se 
encontró diferencias entre la supervivencia de L. casei a estas condiciones respecto a las 
otras dos cepas evaluadas, específicamente a un pH  2,0 y 2,5. En otros estudios se ha 
encontrado que cepas de L. rhamnosus (SB5L, J5L yIN1L) presentan porcentajes de 
resistencia de mayores al 10% después de cuatro horas de exposición a un pH de 2,5, 
sin embargo, en este estudio se encontró que esta cepa resistió mejor a pH 3,0. Estos 
autores sugieren que para proteger del estrés gástrico a los microorganismos probióticos 
con baja supervivencia al ambiente ácido se recomienda la inclusión en productos 
lácteos debido a que la leche puede ejercer un efecto protector por su contenido 
graso(Tuo et al., 2013). En relación con la cepa de L. paracasei podemos inferir 
similitudes al estudio anteriormente descrito ya que evidenció los valores más bajos de 
resistencia a pH 2,5 
 
Estudios sobres cepas L. casei aisladas de vino han encontrado que al final del 
tratamiento en condiciones de simulación del ambiente ácido, cuando el jugo gástrico 
llegó a pH 1.8, la reducción de la viabilidad de las cepas enológicas fue de 
aproximadamente 3 unidades logarítmicas, excepto para L. casei CIAL-51 y L. casei 
CIAL-52, que exhibió una reducción de sólo 1 unidad logarítmica (García-Ruiz et al., 
2014).En términos generales la adaptación a las condiciones acidas puede variar según 
las relaciones filogenéticas entre especies posiblemente al origen y condiciones 
ecológicas del aislamiento (Reale et al., 2014; M. Succi et al., 2005), por ejemplo, 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, posee la más alta tolerancia al ácido entre las 
especies Bifidobacterium, que generalmente muestran una muy baja resistencia a 
condiciones ácidas (Toscano et al., 2017). Las bacterias probióticas tienen varios 
mecanismos de protección, lo que les permite tener una respuesta adaptativa a la 
exposición a pH bajo, como la capacidad de excluir los protones desde el interior de la 
Selección de una cepa probiótica comercial para la inclusión en una bebida de frutos rojos y 





célula mediante el aumento de la actividad de la H+- ATPasa (Matsumoto, Ohishi, & Benno, 
2004). El mismo mecanismo está implicado en la tolerancia ácida de Lactococcus lactis subsp. 
lactis, que puede aumentar significativamente la biosíntesis de la H+- ATPasa en la membrana 
celular cuando se incuban en condiciones acidas (Toscano et al., 2017) . 
 
Se observa la supervivencia al pH 2 en el tratamiento con adición de inulina (1%) en 
comparación con la cepa previo a la inclusión en la matriz alimentaria (posiblemente a la 
inducción de la cepa a una mayor resistencia a condiciones ácidas por las condiciones 
medioambientales de la bebida (pH 3,36± 0,07).  
 
En estudios previos se ha demostrado que el tipo de matriz alimentaria puede tener un efecto 
significativo en la supervivencia a condiciones ácidas y sales biliares (pH2,5 con pepsina) 
(ρ<0,01) de la cepa evidenciando una resistencia mayor en alimentos de tipo lácteo (leche 
pasteurizada) que en jugos de fruta (naranja, uva, maracuyá) para la cepa liofilizada de 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis  E-2010 (Bb-12) (Maria Saarela et al., 2006). 
 
Otros autores han demostrado que en condiciones de almacenamiento (35 días a 4°C) en 
bebidas de fruta (jugos comerciales) inoculados con L. rhamnosus LB11 encontraron que 
la resistencia a la bilis (0,3%) no tuvo diferencias significativas(ρ>0,05) en comparación 
con el cultivo fresco, previo al almacenamiento (Champagne & Gardner, 2008). Sin 
embargo respecto a la resistencia al pH ácido encontraron que los cultivos recuperados 
después de haber sido almacenados en la bebida de fruta tenían un promedio de 
pérdidas en la viabilidad de 1,2 Log/mL  en comparación con los cultivos frescos cuando 
se expusieron a una incubación de 2 horas a pH 2,0 simulando un estrés gástrico 
(Champagne & Gardner, 2008).  
 
Adicionalmente se puede observar que independiente de la adición de inulina a la bebida 
la cepa presenta mejores condiciones de resistencia a condiciones acidas (pH 2,0). 
Respecto a las sales biliares se mantuvo estable la resistencia con relación al cultivo 
fresco liofilizado. Valero y Frutos, 2017 demostraron que comparando la supervivencia L. 
plantarum inoculado en jugos fermentados de zanahoria con 0%,1%  y 2% de inulina bajo 
condiciones simuladas de jugos gástricos( SJG,100 mL de caldo MRS pH 3, pepsina de 
3g/L) en el primer día de almacenamiento(4ºC), la presencia de inulina no afectó el 
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porcentaje de supervivencia de la bacteria después de 120 minutos de incubación, 
presentando valores de 73% de supervivencia en todos los jugos fermentados sin 
diferencias significativas (p> 0,05). Sin embargo, después de la digestión in vitro a los 15 
y 30 días de almacenamiento, L. plantarum mostró la misma resistencia durante SGJ, 
independientemente de la presencia de inulina. Este efecto puede ser debido a la 
preferencia mostrada por las bacterias ácido-lácticas por carbohidratos simples en la 
resistencia a las condiciones digestivas gástricas (Valero-Cases & Frutos, 2017b). 
 
En otros tipos de productos como margarinas con adición de inulina (3%) y probióticos 
(Bifidobacterium animalis Bb-12) se encontró que las margarinas con inulina presentaron 
menores reducciones en las poblaciones de Bb-12(Log 106UFC/mL) durante todo el 
período de ensayos in vitro (pH ácido y presencia de sales biliares por 6 horas de 
incubación)  en comparación con los recuentos iniciales (Souza, Gioielli, & Saad, 2017). 
Souza , Gioielli y Saad, 2017 sugieren que el microorganismo probiótico es protegido por 
la  inulina durante los ensayos in vitro, ya que cuando se mezcla la inulina con agua 
puede formar un gel protegiendo las células (Souza et al., 2017). Este gel probablemente 
evitó la acción del ácido y de las sales biliares sobre el probiótico durante los ensayos in 
vitro (Souza et al., 2017).  
 
Otra propiedad evaluada en este estudio fue la capacidad de adherencia al tejido 
intestinal por las bacterias comerciales. La mucosa intestinal se compone de una 
monocapa de células epiteliales polarizadas, así como de la región sub-epitelial que 
contiene la lámina propia, el sistema nervioso entérico, el tejido conectivo y las capas 
musculares. En el epitelio están presentes los enterocitos, las células de Goblet, que 
sintetizan y liberan mucina (Figura 3-5 Sección B), zona específica de adherencia 
intestinal tanto de patógenos como de probióticos.  
 
Una buena capacidad de adherencia de microrganismos probióticos puede promover el 
tiempo de residencia intestinal, la exclusión de patógenos y la interacción con las células 
del huésped para la protección de la modulación epitelial o inmunológica (Tuo et al., 
2013). Este argumento define la importancia de estos ensayos en condiciones in vitro sin 
embargo, los resultados expuestos en este trabajo sugiere que la técnica recomendada 
para exponer mejores resultados es la evaluación de la adherencia mediante líneas 
celulares Caco-2 de adenocarcinoma de colon humano(García-Ruiz et al., 2014; Pan, 
Selección de una cepa probiótica comercial para la inclusión en una bebida de frutos rojos y 





Chen, Wu, Tang, & Zhao, 2009; Todorov et al., 2007; Tulumoğlu et al., 2014), otras líneas 
celulares que se han utilizado son la línea celular de carcinoma de colon humano (HT-
29)(Tuo et al., 2013). Las fallas en el desempeño de esta técnica es que los 
microrganismos tanto patógenos como probióticos requieren posiblemente de las células 
vivas para realizar los mecanismos moleculares para adherirse satisfactoriamente al 
tejido epitelial del intestino grueso del huésped (Ohland & Macnaughton, 2010). Los 
resultados obtenidos en este estudio en forma contraria a lo reportado por Serna, 2012, 
indican que la valoración por adherencia intestinal no puede realizarse por esta técnica. 
Se supone que los mecanismos moleculares de los probióticos son desencadenados por 
interacciones entre las células microbianas y las células epiteliales en el sitio de 
aplicación(intestino) (Chen & Sears, 2014). Se debe considerar que la adherencia observa 
en las criptas del intestino recubiertas por mucina donde se encuentran los sitios de 
competencia de espacio entre patógenos y microrganismos probióticos como ocurre in vivo.  
 
Varios mecanismos juegan un papel en la adhesión de las células microbianas a las 
células epiteliales intestinales (Shoaf et al., 2006). Las células con una alta hidrofobicidad 
superficial podrían dar a las células una ventaja competitiva por un mayor anclaje al 
tracto gastrointestinal (Todorov et al., 2007). 
 
En otros estudios cepas aisladas a partir de muestras marinas de L. casei con potencial 
probiótico tenían un buen potencial para adherirse a las células (45%±1,5) de adherencia 
a las células Caco-2 (Das et al., 2016). De hecho, los probióticos pueden bloquear la 
adherencia de los patógenos que compiten por el mismo receptor intestinal o inducir un 
aumento de la producción de mucina que inhibe la adhesión de varios microorganismos 
patógenos, como Escherichia coli (Toscano et al., 2017). Por otra parte, la capacidad de 
adherirse, colonizar el intestino y sobrevivir con el tiempo en el medio intestinal es una 
característica fundamental para los microorganismos probióticos, ejerciendo sus 
actividades benéficas (Toscano et al., 2017). Cabe señalar que la capacidad de la 
adherencia de los probióticos es relativa para cada cepa y especie (Das et al., 2016; 
Toscano et al., 2017). 
 
Una de las propiedades requeridas para las cepas probióticas es su seguridad para el 
consumo humano sin albergar resistencia adquirida y transferible a los antibióticos 
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(Tulumoğlu et al., 2014). Además, se debe considerar la adquisición de resistencia a los 
antibióticos y los factores de la virulencia de cepas probióticas, incluyendo bacterias 
ácido-lácticas (Lactobacillus) que son consideradas como GRAS como nuevos riesgos de 
seguridad emergentes (Fontana et al., 2013). En este estudio, la cepa de L. casei aislada 
de la bebida con prebiótico (IN 1%) presentó el mayor número de resistencia a los 
antibióticos, sin embargo, la cepa comercial para uso en probiótico ya presentaba 
resistencia a Florfenicol (FFC)y Sulfatrimetropin (SXT). Estos resultados deben ser 
considerados cuidadosamente ya que pueden existir divergencias en relación a los 
problemas encontrados en los antibiogramas, los genes de resistencia pueden estar 
presentes, pero en silencio, y la base genética y los mecanismos de resistencia 
asociados con algunos antibióticos son todavía desconocidos (Hummel et al., 2007) . 
 
La mayoría de los lactobacilos incluyendo L. casei, L. rhamnosus y L. plantarum son 
resistentes a la vancomicina (Sutula, Coulthwaite, & Verran, 2012), también la resistencia 
a este antibiótico ha sido reportada para cepas de L. fermentum (Tulumoğlu et al., 2014). 
Otros estudios han encontrado resistencia a antibióticos de cepas con potencial 
probiótico como lo reporta Das et al. 2016 para bacterias ácido-lácticas (L. casei) 
presentando resistencia a kanamicina, gentamicina, vancomicina, ampicilina, penicilina, 
tetraciclina y estreptomicina (Das et al., 2016).  
 
Los numerosos estudios sobre la resistencia a antibióticos encontrada en muchas cepas 
probióticas pueden ser la consecuencia de un uso extensivo de antibióticos, lo que ha 
creado una presión selectiva positiva para mutaciones puntuales y la adquisición de 
elementos genéticos móviles que codifican la resistencia antimicrobiana y conducen a la 
propagación de una variedad de factores que influyen en la resistencia a los 
antimicrobianos (Toscano et al., 2017). 
 
La capacidad de antagonismo frente a patógenos intestinales por probióticos es uno de 
los mecanismos funcionales de estas bacterias (Chen & Sears, 2014). En este estudio 
las cepas comerciales no presentaron antagonismo frente a ninguno de los patógenos 
Gram positivos y Gram negativos. La actividad antimicrobiana de las bacterias del ácido 
lácticas se debe a una serie de metabolitos, ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y 
las bacteriocinas. Estos resultados pudieron deberse a que la producción de estas 
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sustancias es mediada por la interacción en el medio ambiente con otras bacterias y las 
cepas evaluadas fueron cultivos puros que pasaron por condiciones de estrés estructural 
(microrganismos liofilizados) (Tripathi & Giri, 2014), que pudieron evitar la generación de 
mecanismos de antagonismo (bacteriocinas, etc.). 
 
Se ha demostrado que la inhibición de las bacterias patógenas por los probióticos es una 
combinación orquestada de estructura y función., las bacteriocinas, compuestos 
antibacterianos producidos por probióticos, pueden ser antagonistas dentro de un 
espectro específico, inhibiendo incluso otras cepas de Lactobacilos. Por lo tanto, la 
práctica de combinar probióticos debe incluir bacterias beneficiosas que no inhiban otras 
cepas incluidas en las matrices alimentaria (Drisko, Giles, & Bischoff, 2003). 
 
La producción de mecanismo de antagonismo frente a patógenos por parte de 
lactobacilos es relativo a cada especie, recientemente los genomas completos de 13 
cepas de Lactobacillus fueron analizados y comparados (Zoumpopoulou, Pot, 
Tsakalidou, & Papadimitriou, 2016) Se observaron diferencias marcadas con relación a 
su capacidad para catabolizar la fructosa o glucosa, su defensa contra el estrés oxidativo, 
su producción de bacteriocinas (Zoumpopoulou et al., 2016). 
 
Se ha reportado que cepas de L. fermentum aisladas de productos fermentados (pasta 
de mijo) presentan actividad antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes y 
Staphylococcus aureus (Owusu-Kwarteng, Tano-Debrah, Akabanda, & Jespersen, 2015). 
Bacteriocinas como SB93 de cepas de L. casei asiladas de muestras marinas han 
mostrado acción antiadhesiva (1 mg/mL) oscilando con valores entre 85% contra S. 
aureus y 80% contra E. coli y B. cereus, (Das et al., 2016).  
 
 La producción de bacteriocinas también puede ser afectada por condiciones de 
crecimiento de las bacterias. En algunos casos la cepa de Lactococcus lactis ssp. lactis 
HV219 produce la bacteriocina bacHV219 activa contra Escherichia coli, Enterococcus 
faecalis, L. casei, Listeria innocua, Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa. La 
actividad se pierde cuando se trata con enzimas proteolíticas, pero no cuando se incuba 
a pH 2,0-10,0 o se calienta a 121ºC durante 20 minutos (Todorov et al., 2007). 
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Se seleccionó como cepa de trabajo al cultivo comercial probiótico L. casei, debido a los 
resultados en las pruebas anteriormente descritas, para la inclusión en una bebida de 
frutos rojos (FR) no fermentada en condiciones de refrigeración con dos tratamientos: la 
bebida con adición de IN al 1% y otra sin inclusión de prebiótico (Figura 3-2). 
 
Mediante una cinética de crecimiento se encontró que la inclusión de inulina afectaba 
significativamente el crecimiento de L. casei en la bebida de frutos rojos. En condiciones 
refrigeración (4°C) se buscó determinar si la adición del prebiótico podría tener el mismo 
efecto. El análisis estadístico confirmó que la inulina al 1% tiene un efecto significativo 
(ρ<0,05) sobre viabilidad del probiótico en la bebida de FR en condiciones de 
almacenamiento en comparación con el tratamiento sin inulina hasta el día 19 de 
almacenamiento (Ver Figura 3-7).  
 
La viabilidad al final del almacenamiento fue de 5,79 y de 4,42 Log UFC mL-1 para los 
tratamientos con inulina al 1% y sin prebiótico respectivamente. La densidad celular 
recomendada para un alimento probiótico (aproximadamente 106 UFC mL-1)(Hill et al., 
2014) fue hasta el día doce de almacenamiento para ambos tratamientos (Tratamiento 1: 
7,15±.0,19; tratamiento 2:6,14±0,04 Log UFC mL-1). 
 
Estudios sobre bebidas de frutos rojos con probióticos demuestran que la formulación de la 
bebida y el ajuste del pH en el producto final son claves para la viabilidad del microorganismo 
durante el almacenamiento, por ejemplo, en la evaluación del efecto de la refrigeración en la 
viabilidad de una cepa nativa de L. casei (T4), en una bebida de cereza se encontró que la 
viabilidad se mantuvo en el jugo con un ajuste de pH a valores superiores a 3,5 por un 
periodo de 28 días en comparación con las bebidas sin ajustar el pH(2,5) que perdieron 
totalmente su viabilidad a los siete días de almacenamiento. Demostrando que el pH es un 
factor crítico en el diseño de una bebida funcional a base de frutos rojos con adición de 
probióticos (Nematollahi, Sohrabvandi, Mortazavian, & Jazaeri, 2016).  
 
L. casei como probiótico en bebidas de fruta ha mostrado resultados satisfactorios en 
términos de viabilidad durante almacenamiento demostrando que las bebidas de fruta 
puede ser vehículos de inclusión para los probióticos como lo sugiere estudios realizados 
por Pereira et al. 2011 en bebidas de marañón con adición de L. casei NRRL B-442 
pudieron optimizar las condiciones del cultivo en jugo de marañón, como la cantidad 
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apropiada del inóculo y el tiempo de fermentación. Además, estos autores investigaron la 
capacidad de supervivencia de L. casei en jugo de marañón durante el almacenamiento 
refrigerado (4°C) durante 42 días. 
 
Las bebidas con mezclas de frutas han demostrado ser matrices adecuadas para los 
probióticos, un estudio realizado por Champagne et al. 2008 en donde evaluaron L. 
rhamnosus R0011 inoculado en una bebida tipo mezcla de manzana, frambuesa y pera 
durante 28 días en condiciones de almacenamiento simulando las condiciones de 
consumo. Se utilizaron botellas de tereftalato de polietileno de 1L. Las botellas se 
abrieron cada 7 días, y se tomaron muestras de 250 ml. Estos autores concluyeron que 
los consumidores pueden esperar una buena viabilidad de L. rhamnosus R0011 durante 
28 días de almacenamiento en un refrigerador, incluso si las botellas han sido abiertas y 
las células están expuestas al oxígeno(Champagne, Raymond, & Gagnon, 2008).Se 
debe considerar el efecto protector de la inulina a las condiciones de refrigeración como 
moléculas protectoras evitando la muerte celular (de Souza Oliveira et al., 2012; 
Elizabeth Tymczyszyn et al., 2011; Karimi et al., 2015). La fortificación de jugos de frutas 
con ingredientes funcionales novedosos como los prebióticos es un desarrollo reciente en 
la dirección de la creación de nuevos alimentos funcionales (Renuka et al., 2009). 
Aunque se han publicado algunos estudios sobre los beneficios del uso de oligosacáridos 
en formulaciones de alimentos, se han publicado pocos estudios sobre su producción a 
gran escala (Lewandowski, 2015). Estudios realizados en jugo de marañón con 
oligosacáridos y L. johnsonii han demostrado el efecto prebiótico de estas sustancias. Se 
demostró mejor crecimiento de L. johnsonii  en la bebida de marañón que en los medios 
cultivos que contenían únicamente glucosa y fructosa (Lewandowski, 2015).  
 
Se ha demostrado en estudios realizados por Bedani et al, 2014 que las pulpas frutas de 
origen tropical (mango y guayaba) al ser añadías en yogur de soja (SY) pueden disminuir 
la supervivencia probiótica de Lactobacillus acidophilus La-5 y Bifidobacterium animalis 
Bb-12 en condiciones gastrointestinales simuladas en el producto durante 28 días de 
almacenamiento a 4ºC (Bedani et al., 2014). Los resultados mostraron que todas las 
formulaciones mostraron viabilidades probióticas entre 8 a 9 Log UFC/g (Bedani et al., 
2014). Las pulpas de fruta disminuyeron significativamente(ρ<0,05) la supervivencia 
probiótica al simular el estrés gastrointestinal (Bedani et al., 2014).  
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Una alternativa para mejorar la estabilidad de estos microrganismos en este tipo de 
bebidas durante el almacenamiento es la micro-encapsulación mejorando la viabilidad de 
los probióticos en este tipo de bebidas tan agresivas por su pH y composición (Sheehan 
et al., 2007), adicionalmente pueden mejorar la supervivencia de las bacterias probióticas 
cuando se exponen  a condiciones ácidas, sales biliares y a tratamientos térmicos leves 
(Tripathi & Giri, 2014).La micro-encapsulación con agentes prebióticos como la inulina 
puede ser tan bien útil, estudios de Montes, 2013 evidenciaron que el uso de prebióticos 
como agentes protectores (Inulina-FOS) durante el liofilizado y durante el 
almacenamiento favorecieron la supervivencia de los microorganismos L. casei y L. 
rhamnosus, al formar una fase amorfa en la superficie que favoreció su estabilidad 
(Montes Ramírez, 2013). El autor señala que el uso del material micro-encapsulado con 
este tipo de sustancias prebióticas (inulina), como ingrediente estaría condicionado al tipo 
de matriz alimenticia. En medios acuosos, la solubilidad de la cápsula podría poner en 
riesgo la supervivencia del microorganismo sino se trata de un alimento para consumo 
recién reconstituido, en matrices con características sólidas y baja actividad de agua muy 
probablemente la estabilidad del material encapsulado podría prolongarse (Montes 
Ramírez, 2013). 
  
En referencia a la evaluación de los parámetros fisicoquímicos de los tratamientos de las 
bebidas durante el almacenamiento, el análisis estadístico no evidenció diferencias 
significativas entre los tratamientos (ρ>0,05) durante el almacenamiento de la bebida de 
FR para las variables de pH y acidez, la estabilidad en estas propiedades, al no tener 
cambios significativos pudo deberse al metabolismo del microrganismo y a las 
condiciones de refrigeración (Tripathi & Giri, 2014). No se presentó la producción de 
ácido láctico en ninguno de los tratamientos evaluados durante el almacenamiento (Tabla 
3-9), sin embargo, se encontró ácido cítrico en los tratamientos 2 (0,46%m/m) y en el 3 
(0,48%m/m), autores como Mousavi et al. 2011  reportaron que el ácido láctico en el jugo 
de granada después de 72 horas de fermentación osciló entre 2 y 6 g / L para diferentes 
cepas de Lactobacillus (L. plantarum, L. delbrueckii, L. acidophilus y L. paracasei), siendo 
el ácido cítrico la principal fuente de energía, debido al bajo contenido de azúcar en el 
jugo de granada. Igualmente, este autor con relación a los azucares encontró resultados 
similares a este estudio, un rápido consumo de glucosa y fructosa presente en el jugo de 
granada, siendo metabolizada por todas las cepas evaluadas (Mousavi et al., 2011). En 
general se recomienda evitar la sobre acidificación del producto durante la vida útil para 
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prevenir efectos sensoriales adversos y la reducción drástica de los probióticos en dosis 
inferiores a las recomendadas (10 7 UFC/mL)(Ross & Preedy, 2016; Tripathi & Giri, 2014).El 
pH final debe mantenerse por encima de 4,6 para evitar la disminución de las poblaciones de 
los microorganismos Probióticos (Ross & Preedy, 2016), el pH de la bebida en estudio fue 
inferior a esta recomendación debido a la naturaleza de las frutas utilizadas. 
 
La composición química de la bebida pudo ser un factor crítico en la viabilidad de L. casei 
en los tratamientos evaluados durante el almacenamiento. Los frutos rojos como la fresa 
y la mora son ricos en polifenoles antioxidantes incluyendo ácidos fenólicos y flavonoles 
(Shahidi & Alasalvar, 2016), por ejemplo, se ha informado que el contenido total de 
fenoles y flavonoides de los polvos liofilizados a partir de jugo de fresa (sobrenadantes de 
fresa fresca) es de 20,9 y 0,87 mg equivalentes de ácido gálico (GAE)/ g de polvo 
liofilizado, respectivamente (Shahidi & Alasalvar, 2016).  
 
El efecto de los fenoles en el crecimiento microbiano todavía se debate, ya que podrían 
actuar como antimicrobianos o como agentes protectores (Mariantonietta Succi et al., 
2017). Los autores Succi et al, 2017 evaluaron la viabilidad de diferentes cepas 
probióticas liofilizadas de tipo comercial (Dicoflor ®, Genefilus ®, Enterolactis ® y 
Reuterin®), en chocolate negro con un 80% de cacao y un alto contenido de fenoles 
totales (20,81 mg equivalentes ECE/ g). Los resultados mostraron que la capacidad de 
supervivencia de los probióticos en chocolate negro almacenado a 18 °C durante 90 días 
es un carácter dependiente de la cepa y está fuertemente influenciada por el modo de 
inóculo, mientras que los fenoles no parecen influir en la supervivencia (Mariantonietta 
Succi et al., 2017). Se ha mostrado que el crecimiento y la viabilidad de las bacterias del 
ácido lácticas, en particular L. plantarum es estable  en los materiales vegetales donde 
abundan los compuestos polifenólicos (Di Cagno et al., 2008), sin embargo, estudios 
realizados por Di Cagno et al, 2011 en bebidas tipo smothies de frutos rojos con adición 
de bacterias ácido lácticas como cultivos iniciadores el efecto dependió de la 
concentración y tipo de compuestos, la inhibición parcial del crecimiento sólo se observó 
con la concentración de compuestos polifenólicos totales por encima de 1 g/ kg (Di 
Cagno et al., 2011). 
 
Los resultados también evidencian el efecto de la inulina al 1% sobre los sólidos solubles 
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totales en las bebidas de FR (ρ<0,05) en lo cual se encontró un aumento en el contenido 
de sólidos solubles (°Brix) en las bebidas con FR con IN (tratamientos 1 y 3) respecto a 
las que no contenían el prebiótico (tratamientos 2 y 4) independiente del crecimiento de 
L. casei. Resultados similares se han observado en la formulación y caracterización de 
néctares de papaya con inulina (Orafti®P95) lo cual confiere una mayor aceptación 
sensorial (Braga & Conti-Silva, 2015) Estos resultados indican las principales fuentes de 
carbono y energía para L. casei fueron glucosa y fructosa, mientras que la inulina es 
fermentada (Tabla 2-1). En estudios realizados por Valero y Frutos, 2017 reportaron una 
disminución de los monosacáridos durante el tiempo de fermentación y los primeros ocho 
días de almacenamiento en una bebida tipo mezcla de zanahoria con naranja con inulina 
al 1% y 2 % y Lactobacillus plantarum CECT 220. Sin embargo, en el mismo período de 
almacenamiento, las muestras de control (sin inulina) mostraron una disminución en la 
concentración de glucosa y fructosa como única fuente de energía. Después de 15 días, 
la viabilidad de L. plantarum CECT 220 fue mayor para muestras con inulina (Valero-
Cases & Frutos, 2017b). 
 
Es importante señalar que jugos de frutas y hortalizas, la tolerancia a la acidez es 
particularmente importante. Estos jugos son ya naturalmente ácidos (Yoon et al., 2006). El 
proceso de fermentación aumenta la acidez. Yoon et al. 2006 han informado sobre la 
capacidad de L. plantarum, L. delbrueckii y L. casei para sobrevivir en el jugo de col. Se 
encontró que tres cepas de L. plantarum y L. delbrueckii son capaces de crecer y mantener 
buenos niveles de viabilidad durante varias semanas de almacenamiento, resistiendo al 
bajo pH, alta acidez, y al almacenamiento refrigerado a 4°C, con excepción de L. casei, 
que pierde su viabilidad después de 2 semanas de almacenamiento (Yoon et al., 2006). 
 
Se determinó el color de las bebidas de FR durante el almacenamiento y el posible efecto 
sobre esta característica con relación a la adición de los probióticos (Tabla 3-10). El ojo 
humano cuando aprecia el color de un objeto no distingue separadamente la cantidad de 
“verde-rojo”, de “amarillo-azul” o de “claridad”, sino que percibe un color considerando 
integralmente la luminosidad, la pureza (croma) y el tono por ello, en muchos casos no 
resulta intuitivo analizar la evolución de los valores L*, a* y b* por separado (Houhg & 
Fiszman, 2005). Así en los resultados obtenidos en este estudio, carece de sentido afirmar 
que después de un período de almacenamiento existe un aumento del “rojo” de la bebida 
porque se registró un aumento en los valores de a*, cuando sensorialmente sólo se aprecia 
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un color más o menos típico de esta clase de bebidas de frutos rojos (Houhg & Fiszman, 
2005). Por tal motivo para poder inferir sobre un cambio en la pigmentación roja debido a la 
inestabilidad de las antocianinas responsables de la coloración características de estas 
bebidas (Delgado-Vargas, Jiménez, & Paredes-López, 2000), se calculó la diferencia del 
color (ΔE). Los resultados indicaron diferencias significativas (ρ<0,05) entre los diferentes 
tratamientos a través de los 21 días de almacenamiento de la bebida de frutos rojos. Se debe 
considerar que valores de ΔE superiores a 2 pueden tener una diferencia visual susceptible 
al ojo humano (Lee & Coates, 2003), en este estudio se encontraron valores que indican 
cambios de color por la adición de probióticos y prebióticos, además se debe considerar el 
efecto de las condiciones de almacenamiento (empaque) y de los procesos térmicos en la 
elaboración del producto (Chuchuca, Dick, & Peñafiel, 2012; Lee & Coates, 2003). 
 
Estudios de Randazzo et al,2013 en mermeladas de durazno con L. rhamnosus durante el 
almacenamiento a diferentes temperaturas encontraron que los cultivos probióticos 
añadidos al producto no cambiaron significativamente los parámetros de color; sin 
embargo, el metabolismo de lactobacilos causó cambios en el pH y en la composición de 
los azúcares (Randazzo & Pitino, 2013). Mientras que en estudios realizados por Pereira et 
al. 2011 en jugos de marañón con probióticos los valores de luminosidad, la intensidad del 
color (tonalidades amarillas) y cambio de color total aumentaron mientras el matiz 
(tonalidades rojizas) se redujeron a lo largo de los periodos de fermentación y 
almacenamiento en refrigeración. El producto también mostró buena aceptación en una 
evaluación sensorial preliminar (Pereira et al., 2011). 
 
En el desarrollo de smoothies funcionales con frutos rojos fermentados (sin prebióticos) 
con bacterias ácido-lácticas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp. and Lactobacillus 
pentosus) aislados de las frutas (mora, ciruelas y pasas) encontrando que la diferencia de 
color dE * ab fue positivamente afectados por la fermentación con bacterias ácido lácticas, 
después de 30 días de almacenamiento (Di Cagno et al., 2011). 
 
Se ha reportado que en jugos comerciales de fresa los parámetros de color (CIELAB l* a * 
b*) de luminosidad (L*), enrojecimiento (a*) y ausencia de color (b*) fueron de 28, 44,8 y 
33,7, respectivamente (Shahidi & Alasalvar, 2016) Sin embargo, el color del jugo de fresa, 
un indicador de calidad y grado de deterioro, es altamente inestable y muy susceptible a la 
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degradación(Shahidi & Alasalvar, 2016). La tasa de degradación del color del concentrado 
de fresa (65 °Brix) es mayor en comparación con las bebidas tipo jugo (8°Brix) (Shahidi & 
Alasalvar, 2016). La estabilidad del color es afectada por las condiciones de procesamiento 
incluyendo luz, pH, oxígeno, enzimas, tratamiento térmico, iones metálicos y otros 
componentes tales como productos de degradación de las antocianinas (Shahidi & 
Alasalvar, 2016). La alta cantidad de ácido ascórbico en jugo de fresa también puede 
contribuir a la degradación de las antocianinas (Shahidi & Alasalvar, 2016). 
 
Finalmente el control de calidad del producto final fue satisfactorio, debido a las Buenas 
Prácticas de Manufactura y al proceso térmico de esterilización que elimina efectivamente 
la presencia de la mayoría de microorganismos presentes en las frutas (Ashurst & Hargitt, 
2009; Shahidi & Alasalvar, 2016). Tampoco se encontró contaminación de hongos y 
levaduras. Los recuentos de mesófilos hacen referencia a las bebidas de FR que fueron 
inoculados con L. casei.  
 
El pH de estas bebidas y el contenido de sustancias con posibles propiedades antimicrobianas 
(ácido benzoico) beneficia la protección contra posibles microrganismo contaminantes 
(Lewandowski, 2015; Shahidi & Alasalvar, 2016; Sheehan et al., 2007), además se ha 
reportado que L. casei en bebidas fermentadas de marañón puede controlaba el crecimiento 
microbiano, evitando los costos con  tratamiento de térmicos, así como sus efectos adversos, 
como las pérdidas nutricionales y el cambio sensorial (Pereira et al., 2011). 
 
En conclusión, la bebida de FR puede considerarse un vehículo de inclusión de probióticos 
y prebióticos bajo condiciones de almacenamiento (regeneración 4°C), manteniendo la 
estabilidad microbiológica hasta el día 12 de almacenamiento (densidad celular optima 
igual o superior a 10 6 UFC mL-1). Sin embargo, se evidencio una estabilidad fisicoquímica 
sin cambios significativos en los parámetros fisicoquímicos y sin evidenciar según los 
análisis de HPLC presencia de ácido láctico. Estas condiciones pudieron deberse 
posiblemente tanto por el metabolismo del microorganismo (L. casei) como por las 
características de sustrato de la matriz (bebida de frutos rojos) que condicionaron el 
crecimiento del microorganismo. Es recomendable en próximos ensayos evaluar el 
contenido de fenoles de la bebida y su posible efecto sobre la viabilidad del 
microorganismo, los parámetros fisicoquímicos como: acidez, sólidos solubles, contenido 
de azúcares, pH y percepción sensorial del producto durante y al final del almacenamiento. 
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• L. casei difiere en la supervivencia a sales biliares y al pH ácido respecto a las otras 
cepas, razón por la cual se seleccionó como cepa de trabajo. 
 
• Se encontró que la inulina 1% (ρ<0.05) afecto significativamente la viabilidad del 
probiótico en la bebida de FR durante el tiempo de almacenamiento en condiciones 
de refrigeración (4°C). 
 
• La bebida de Frutos rojos puede considerarse vehículo de inclusión de probiótico con 
la adición de inulina al 1% por periodo no mayor a 12 días, mostrando estabilidad 
tanto microbiológica como fisicoquímica bajo condiciones de refrigeración (4°C). 
 
• No hubo producción de ácido láctico en el almacenamiento de la bebida de FR 
inoculada con L. casei independiente de la adición de inulina al 1%, la fuente principal 
de energía para los probióticos pudo ser la glucosa y la fructosa. 
 
• La inclusión del probiótico L. casei en la bebida de Frutos rojos puede tener cambios 
significativos (ρ<0,05) en el color de la bebida de FR (ΔE) durante el almacenamiento 
por un periodo de tres semanas (21 días) en condiciones de refrigeración (4°C). 
 
• El almacenamiento y el pH de la bebida de FR pueden ejercer un efecto significativo 
(ρ<0.05) sobre la capacidad probiótica de la cepa logrando una adaptación a 
condiciones más ácidas. 
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4. Conclusiones y recomendaciones  
4.1 Conclusiones 
En los diferentes ensayos de capacidad probiótica in vitro se encontró que L. casei difiere 
en la resistencia a sales biliares (2%p/v) y al pH ácido (2,5) respecto a las otras cepas, 
razón por la cual se seleccionó como cepa de trabajo para la inclusión en la bebida de 
frutos rojos igualmente se determinó un efecto de la matriz (pH) sobre la capacidad 
probiótica en condiciones in vitro de L. casei permitiendo la adaptación en la bebida de 
frutos rojos, mejorando su capacidad de tolerar la acidez y manteniendo la tolerancia a 
las sales biliares. 
 
Ninguna de las cepas comerciales en este estudio presentó funcionalidades específicas 
como capacidad antimicrobiana frente a microrganismos patógenos debido a la pureza 
de los cultivos generando una baja presión ecológica para producir mecanismos de 
antagonismo. Igualmente, la resistencia a los antibióticos presentada por L. casei antes y 
después de ser inoculada en la bebida es un parámetro que debe ser determinado en 
pruebas con un listado mayor de antibióticos, verificando el efecto de la matriz al 
aumentar la resistencia. 
 
Los resultados obtenidos en este estudio respecto a la adherencia intestinal mediante 
láminas de mucina humana en forma contraria a lo reportado por Serna, 2012, indican 
que la valoración por adherencia intestinal no puede realizarse por esta técnica 
posiblemente a que los mecanismos moleculares de los probióticos son desencadenados 
por interacciones entre las células microbianas y las células epiteliales en el sitio de 
aplicación. Se debe considerar que la adherencia se observa en las criptas del intestino 
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recubiertas por mucina donde se encuentran los sitios de competencia de espacio entre 
patógenos y microrganismos probióticos en condiciones in vivo.  
 
La inclusión y viabilidad de un probiótico de tipo comercial (Lactobacillus casei) en una 
bebida de frutos rojos con una concentración de 35%p/v de fruta (mora y fresa) se logró a 
través de la adición de la papaya (5% p/v) como estabilizante natural del pH, la 
adaptación de la cepa (L. casei) por medio de la suplementación con la bebida de frutos 
rojos (10%) para la producción de inóculo y la adición prebióticos (inulina al 1%) que 
permitieron la viabilidad del microrganismo en condiciones de refrigeración (4°C) hasta 
un periodo de 12 días de almacenamiento manteniendo la calidad microbiológica del 
producto. 
 
La formulación de la bebida de frutos rojos favorece las condiciones de sustrato para el 
microorganismo probiótico (L. casei) durante el almacenamiento, sin tener efectos 
significativos (ρ>0,05) sobre las características fisicoquímicas de la bebida (pH y acidez), 
a excepción de los sólidos solubles y el color. La adición de la inulina al 1% ejerció un 
efecto sinérgico como reserva energética de la cepa en condiciones fermentativas en la 
cinética de crecimiento y durante el almacenamiento a 4ºC por un periodo de 12 días 
(7,15±.0,19 Log UFC mL-1). 
 
4.2 Recomendaciones 
• Verificación de la capacidad probiótica mediante pruebas in vitro y en simuladores 
gástricos de cepas comerciales y/o nativas antes y después de la inclusión de la 
matriz alimentaria con pruebas de capacidad antioxidante, inmunomodulación. 
• Generación de trabajos a futuro sobre la evaluación del comportamiento de cultivos 
probióticos (comerciales y nativos) en productos como concentrados de frutos rojos 
(mermeladas, etc.). 
• Es fundamental que la investigación sobre las formulaciones probióticas en bebidas 
de fruta se base en los microorganismos que muestran actividades sinérgicas y 
simbióticas in vitro para aumentar la posibilidad de proporcionar formulaciones 
funcionales más efectivas y justificar, de esta manera, el uso de este tipo productos. 
• Es recomendable realizar análisis comparativo de la viabilidad de cultivos probióticos 
mediante citometría de flujo en la inclusión en productos de origen vegetal.  





• Según los resultados de estudio la evaluación de la adherencia intestinal en 
condiciones in vitro es recomendable realizarla a través líneas celulares Caco-2 de 
adenocarcinoma de colon humano y/o línea celular de carcinoma de colon humano 
(HT-29). 
 
• Evaluar la microencapsulación de probióticos con agentes prebióticos para el 
desarrollo de productos a partir de frutos rojos permitiendo un aumento en la  
viabilidad microbiológica durante el almacenamiento y como barrera de protección 
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B. Anexo: Anexo: Fichas técnicas de 
cepas probióticas comerciales 
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D. Anexo: Arboles filogenéticos de 
las cepas probióticas comerciales 
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E. Anexo: crecimiento de L. casei 

























F. Anexo: Curva de calibración de L. casei 
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